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1 Einleitung

Die Signaltransduktion ermoglicht einer Zelle mit anderen Zellen zu kommunizieren und auf
Einfliisse aus ihrer Umgebung zu reagieren. Extrazelluldre Signalmolekiile werden dabei mit
Hilfe von Rezeptoren auf der Zelloberfliche erkannt und das Signal mit Hilfe von intrazel-
luldiren Signalproteinen in der Zelle weitergeleitet. Ein extrazelluldres Signal kann auf diese
Weise den Stoffwechsel, die Genexpression oder auch die Bewegung einer Zelle verdndern.
Ca?*t tritt in einer Vielzahl unterschiedlicher Zellsysteme als intrazellulirer Botenstoff auf
(Abbildung 1.1).

Stimulus (]

l‘ Plasma

’ ch,n membrane
4 ="

Abbildung 1.1: Die Dynamik der Ca?%t-Signalgebung. Die intrazellulire Ca?"-Konzentration
kann durch den Einstrom von extrazellulirem Ca 2" sowie die Freisetzung von Ca?" aus intrazelluliren
Speichern wie dem sarco-/endoplasmatischen Retikulum mit Hilfe sekundéirer Botenstoffe ansteigen.
Freies Ca?" bindet an Effektorproteine, die zahlreiche Prozesse mit unterschiedlicher Dynamik in Gang
setzen konnen. Das Ca?'-Signal wird abgeschaltet, indem Ca®" aus der Zelle gepumpt und intra-
zellulire Ca®"-Speicher wieder aufgefiillt werden. Endoplasmatisches/sarcoplasmatisches Retikulum
(ER/SR); Inositol-1,4,5-trisphosphatrezeptor (Ins(1,4,5)P;R); Na®/Ca?"-Austauscher (NCX); Plas-
mamembran Ca?"-ATPase (PMCA); Ryanodinrezeptor (RYR); sarco-/endoplasmatische Retikulum-
ATPase (SERCA). Aus: Berridge et al. (2003).
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So ist Ca?* fiir die Auslosung von Kontraktionen in Muskelzellen, die Sekretion in sekre-
torischen Zellen, einschliefllich Nervenzellen, und das Einsetzen der Embryonalentwicklung
nach der Befruchtung einer Eizelle verantwortlich. Dies ist nur aufgrund eines steilen Ca?*-
Gradienten zwischen dem Cytosol (~100nM) und dem extrazelluldren Raum (~1mM) sowie
intrazelluldren Ca?"-Speichern (60-400 uM (Miyawaki et al., 1997; Christensen et al., 2002;
Lloyd-Evans et al., 2008)) mdoglich. Demzufolge kann Ca?™ nach der Stimulation einer Zelle
zum einen aus dem extrazelluliren Raum in das Cytosol strémen. Zum anderen kann es zur
Bildung sekundérer Botenstoffe kommen, die ihrerseits Ca?* aus intrazelluliren Speichern
wie dem sarco-/endoplasmatischen Retikulum (SR/ER) freisetzen. Aufgrund seiner weitrei-
chenden Folgen fiir die Funktionsfihigkeit von Zellen ist die cytosolische Ca?T-Konzentration
streng gepuffert. Kommt es jedoch zu einem Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration,
kann Ca?" an Effektorproteine binden und so zellulire Prozesse in Gang setzen. Dabei kann
die Dynamik des Ca?*-Signals in Abhiingigkeit vom durchzufithrenden Prozess sehr unter-
schiedlich ausfallen. Zum Beispiel werden Kontraktionen in Herzzellen im Millisekunden-
Bereich ausgelost und miissen zudem hochst regelméfig erfolgen. Fiir die Proliferation von
T-Zellen ist ein wesentlich langsamerer Anstieg der intrazelluliren Ca?"-Konzentration nétig,
dieser sollte dafiir aber mehrere Stunden anhalten.

Die elektrische Stimulation von Herzzellen bewirkt den Einstrom von Ca?" aus dem extra-
zelluldren Raum, wodurch die Freisetzung von Ca?t aus dem SR durch den Ryanodinrezep-
tor (RyR) induziert und schlielich die Kontraktion ermoglicht wird. T-Zellen sind hingegen
elektrisch nicht erregbar. Sie werden durch das Erkennen ihres spezifischen Antigens iiber
den T-Zellrezeptor aktiviert. Dessen Kopplung an akzessorische CD3-Molekiile ermoglicht die
Bildung sekundirer Botenstoffe, die die Freisetzung von Ca?" aus intrazelluliren Speichern
wie dem ER auslosen. Daraus resultiert ein Ca?*-Einstrom aus dem extrazelluliren Raum,
der das lang anhaltende Ca?*-Signal erméglicht.

Drei sekundire Botenstoffe sind fiir die Ca ?*-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern bisher
beschrieben worden: Nicotinsdure-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NAADP), D-myo-Inositol-
1,4,5-trisphosphat (IP5) und cyclische Adenosindiphosphat-Ribose (cADPR). Sie werden im
Folgenden in der Reihenfolge ihrer Entdeckung genauer beleuchtet. Anschliefend wird die
Ca?*-abhiingige Aktivierung von T-Zellen und die Excitations-Kontraktions-Kopplung (EKK)
in Cardiomyozyten néher beschrieben und welche Rolle NAADP in der Signalgebung dieser

Zelltypen einnimmt.

1.1 Ca?t-mobilisierende sekundire Botenstoffe

1.1.1 Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;)

1983 konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass IP; in permeabilisierten Azinuszellen des

Pankreas einen Ca’?T-Ausstrom aus dem ER auslost (Streb et al., 1983). Im darauffolgen-
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den Jahr konnten weitere Studien diesen Ca?*-freisetzenden Effekt von IP, in Leberzellen
(Burgess et al., 1984), Swiss 3T3-Zellen (Berridge et al., 1984), Insulin-sezernierenden Zellen
(Prentki et al., 1984; Biden et al., 1984), Limulus Photorezeptoren (Brown et al., 1984; Fein
et al., 1984) und Leukozyten (Burgess et al., 1984) bestitigen. Wie der RyR kann der IP5R
iiber Ca?t aktiviert werden (Iino, 1990; Bezprozvanny et al., 1991; Finch et al., 1991). Des
Weiteren ist der IP,R sensitiv fiir die Ca?*-Beladung des SR (Missiaen et al., 1991). Ahnlich
dem RyR kann der IP;R einzelne kleine Ca 2+ _Signale erzeugen, die in diesem Fall als Puffs
bezeichnet werden (Yao et al., 1995; Bootman und Berridge, 1996) und sich zu einem globalen
Ca?*-Signal entwickeln kénnen (Bootman et al., 1997). IP, ist unabdingbar fiir die Aktivie-
rung von Lymphozyten (Feske, 2007). Fiir den Ablauf der EKK im Herzen scheint IP, keine
Rolle zu spielen, allerdings kénnte IP; an der Entwicklung von Arrhythmien beteiligt sein

(siehe unten).

1.1.2 Cyclische Adenosindiphosphat-Ribose (cADPR)

cADPR ist ein universeller Ca?"-freisetzender sekundirer Botenstoff in Tieren, Pflanzen und
Protozoen und spielt eine Rolle bei der Sezernierung, der Fertilisation und der Kontraktion
(Galione und Churchill, 2000; Lee, 2001). Die Ca?"-freisetzende Wirkung von cADPR wurde
zuerst in Seeigeleiern entdeckt (Lee et al., 1989). Es stellte sich aber heraus, dass cADPR auch
in vielen eukaryotischen Zellen, wie zum Beispiel in glatten und gestreiften Muskelzellen (Boit-
tin et al., 2003), in Neuronen (Zhang et al., 2005), in Azinus- sowie $-Zellen des Pankreas (Ya-
masaki et al., 2004) und Zellen des Immunsystems (Guse et al., 1999; Partida-Sanchez et al.,
2004) an der intrazelluliren Ca?*-Freisetzung beteiligt ist. Ferner wurde eine Beteiligung von
cADPR am Ca?*-Einstrom beschrieben (Guse et al., 1997), die itber TRPM2 vermittelt wer-
den konnte (Kolisek et al., 2005). cADPR wird aus NAD iiber ADP-Ribosylcyclasen gebildet.
Dies sind 16sliche oder membrangebundene Enzyme. Als cADPR-synthetisierendes Enzym
wurde CD38 postuliert (Partida-Sanchez et al., 2001; Schuber und Lund, 2004). Es kommen
aber auch bisher nicht weiter charakterisierte ADP-Ribosylcyclasen in Frage; vor allem, da
CD38/-Méuse nach wie vor in der Lage sind, cADPR zu bilden (Ceni et al., 2003). Es konnte
gezeigt werden, dass cADPR die Ca?t-Amplitude in Cardiomyozyten steigert, was durch den
Antagonisten 8-Amino-cADPR inhibiert werden konnte (Rakovic et al., 1996, 1999; Prakash
et al., 2000). Die Wirkung von cADPR kommt wahrscheinlich iiber den RyR zustande, aller-
dings konnte bis jetzt nicht hinreichend geklart werden, ob es sich dabei um einen direkten
oder einen indirekten Effekt handelt. Es wurde eine Aktivierung von in Lipiddoppelschichten
eingebrachten RyR beschrieben (Mészaros et al., 1993; Li et al., 2001; Tang et al., 2002).
Teilweise waren dafiir auch niedrige ATP- und hohe Ca?*-Konzentrationen notwendig (Sits-
apesan et al., 1995a). Allerdings gibt es weitere Publikationen, die keine Aktivierung des RyR
durch cADPR (Fruen et al., 1994; Copello et al., 2001) beziehungsweise gar keinen Effekt
von cADPR auf die Ca?"-Freisetzung aus dem SR beobachten (Guo et al., 1996). Der Effekt
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von cADPR auf die Ca?t-Amplitude in Cardiomyozyten ist stark temperaturabhiingig und
entwickelt sich nur langsam, was wiederum auf einen indirekten Effekt hindeuten kénnte (Iino
et al., 1997; Cui et al., 1999). In diesem Zusammenhang wurde beschrieben, dass die akti-
vierende Wirkung von cADPR indirekt iiber FKBP12.6 (Noguchi et al., 1997; Wang et al.,
2004; Teggatz et al., 2005), Calmodulin (Lee et al., 1994; Tanaka und Tashjian, 1995) oder
die Phosphorylierung durch die CaMKII (Takasawa et al., 1995) vermittelt werden konnte.
Erst kiirzlich wurde veréffentlicht, dass cADPR fiir die Dissoziation von FKBP12.6 vom RyR
sorgt, wodurch dieser sensitiviert wird (Zhang et al., 2009b). Neben dem Effekt auf den RyR
konnte cADPR auch die Aufnahme des Ca?" in das SR beeinflussen (Lukyanenko et al.,
2001; Berridge et al., 2003). Zum Beispiel aktiviert cADPR die SERCA in glatten Muskel-
zellen (Bradley et al., 2003). Macgregor et al. (2007b) haben beschrieben, dass eine kurze
Inkubation mit cADPR ausschiellich zu stidrkeren Kontraktionen, sowie einer gesteigerten
Ca?T-Amplitude und vermehrten Ca?"-Sparks fiihrt. Eine hohere Ca?t-Beladung des SR
wurde erst bei lingeren Inkubationszeiten mit cADPR beobachtet. Obwohl cADPR vor allem
in elektrisch erregbaren Zellen eine Rolle zu spielen scheint, nimmt es auch Einfluss auf die
Ca?T-Signalgebung in T-Zellen. Die Stimulation von Jurkat T-Zellen iiber CD3 fiihrte zu
einem intrazelluldren Anstieg an cADPR (Guse et al., 1999). Durch den Einsatz des cADPR-
Antagonisten 7-deaza-8-Br-cADPR konnte gezeigt werden, dass cADPR einen wesentlichen
Beitrag zum lang anhaltenden Ca ?*-Signal nach der Stimulation iiber CD3 leistet, das wieder-
um notwendig fiir die erfolgreiche Proliferation der T-Zellen ist. Des Weiteren konnte cADPR
die Bindung von 3H-markiertem Ryanodin an den RyR erhéhen. Da 3H-markiertes Ryanodin
nur an den RyR im offenen Zustand bindet, ldsst die gesteigerte Bindung auf eine, durch
cADPR induzierte, erhohte Kanaloffnung schlieflen.

1.1.3 Nicotinsdure-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NAADP)
Die Ca?*-Freisetzung durch NAADP

NAADP wurde nach IP; und cADPR als Ca 2+ _freisetzender Botenstoff identifiziert. Clapper
und Lee beobachteten 1987 in Homogenaten des Seeigeleis, dass die Gabe von NADP zu einem
sofortigen Ca?*-Signal fithrte (Clapper et al., 1987). Allerdings war diese Ca?*-freisetzende
Wirkung nicht auf NADP, sondern auf eine Verunreinigung mit NAADP zuriickzufithren. Die
Struktur von NAADP wurde erst fast zehn Jahre spéter aufgeklédrt (Chini et al., 1995; Lee
und Aarhus, 1995). NAADP unterscheidet sich von NADP nur durch eine Hydroxylgruppe
anstelle einer Aminogruppe an der 3’-Position des Pyridinrings. Neben dieser Aminogrup-
pe scheint auflerdem die Phosphatgruppe an der siidlichen Ribose und die 6’-Aminogruppe
am Adeninring fiir die Ca?"-freisetzende Wirkung von NAADP im Seeigelei entscheidend
zu sein (Lee und Aarhus, 1997). NAADP weist einige Besonderheiten als sekundérer Boten-
stoff auf. Zum einen ist es der bisher potenteste Ca?"-freisetzende sekundire Botenstoff, da

er bereits im niedrigen nanomolaren Bereich aus intrazellulidren Speichern Ca?* freisetzen
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kann (Clapper et al., 1987). Im Modellsystem Seeigelei konnte zudem beobachtet werden,
dass NAADP bei Konzentrationen unterhalb eines nicht aktivierenden Schwellenwertes eine
irreversible Selbstinaktivierung auslost, so dass die Ca?T-Speicher anschlieBend nicht mehr
auf aktivierende NAADP-Konzentrationen ansprechen (Aarhus et al., 1996; Genazzani et al.,
1996).

Der Metabolismus von NAADP

Bisher konnte weder die Bildung noch der Abbau von NAADP aufgeklért werden. Als denkba-
re Synthesewege kommen eine Deamidierung von NADP, eine Phosphorylierung von NAAD
oder eine Oxidation von NAADPH in Frage. Zumindest die NAD-Kinase ist nicht in der Lage
NAAD zu NAADP umzusetzen (Lerner et al., 2001). Die ADP-Ribosylcyclase CD38 kann
hingegen iiber eine Basenaustauschreaktion NADP und Nikotinsdure in NAADP und Niko-
tinamid umwandeln (Aarhus et al., 1995). Allerdings ist fiir diese Reaktion ein saures Milieu
und hohe Konzentrationen an Nikotinsdure erforderlich. Ansonsten kommt es zur Bildung
von cADP-Ribose 2’-Phosphat (cADPRP). Des Weiteren ist CD38 ein Ektoenzym und es
stellt sich die Frage, wie der schnelle Transport der Substrate und des Produktes NAADP
durch die Zellmembran gewihrleistet werden soll. Ferner belegen Publikationen, dass CD38
nicht notwendig fiir die NAADP-Bildung ist (Soares et al., 2007; Bruhn, 2008). Weitere, von
CD38 unabhiingige ADP-Ribosylcyclasen wurden im Skelettmuskel von Kaninchen und im
Gehirn von CD38/"-Miusen identifiziert (Ceni et al., 2003; Bacher et al., 2004). Im See-
igelei konnte die ADP-Ribosylcyclase SpARC2 fiir die Bildung von NAADP verantwortlich
sein (Churamani et al., 2008). Fiir den Abbau von NAADP kénnte eine Dephosphorylierung
zu NAAD in Frage kommen, die 2002 in Membranfraktionen aus dem Gehirn von M&usen
beschrieben wurde (Berridge et al., 2002). Ferner ist CD38 in der Lage, NAADP zu hydroly-
sieren, wobei ADP-Ribose 2’-Phosphat (ADPRP) und Nikotinséure gebildet werden (Graeff
et al., 2006). Fiir eine Rolle von CD38 beim NAADP-Abbau spricht, dass die Konzentration
von NAADP in einigen Geweben von CD38/"-Miusen und CD38/"-Zellen erhoht ist (Soa-
res et al., 2007; Bruhn, 2008). Allerdings wurde auch postuliert, dass erh6hte NAADP-Level
nicht auf den fehlenden Abbau von NAADP durch CD38, sondern vielmehr auf eine verstirkte
Bildung von NAADP zuriickzufiihren seien, um die fehlende, CD38-abhéingige Bildung von
cADPR zu kompensieren (Soares et al., 2007). Zudem gibt es bisher auf zelluldrer Ebene keine
Bestitigung der CD38-katalysierten Hydrolyse von NAADP.

Die Konzentration von NAADP in eukaryotischen Zellen

Die geringen cytosolischen Mengen an NAADP stellen eine besondere Herausforderung fiir
die Bestimmung der NAADP-Konzentration dar. Die basale NAADP-Konzentration liegt im
Bereich von zwei bis 16nM (Churamani et al., 2004). Mit Hilfe eines Radiorezeptortests
konnte in der -Zelllinie MING ein zweifacher Anstieg der NAADP-Konzentration nach ei-
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ner zehnminiitigen Stimulation mit Glucose beobachtet werden (Masgrau et al., 2003). In
Azinuszellen des Pankreas wurden erstmalig zu mehreren Zeitpunkten nach der Stimulation
mit Cholecystokinin die NAADP-Konzentration bestimmt (Yamasaki et al., 2005). NAADP
steigt bereits fiinf Sekunden nach der Stimulation stark an und sinkt dann innerhalb der
ersten Minute wieder auf basale Level ab. Auch in menschlichen myometrialen Zellen konnte
nach der Stimulation mit Histamin ein vergeichbar schneller Anstieg von NAADP innerhalb
von 30 Sekunden beobachtet werden (Soares et al., 2007). Ahnliche Daten wurden bei Experi-
menten in Jurkat T-Zellen erhalten. Die Stimulation {iber CD3 erzeugt dabei einen schnellen
NAADP-Anstieg innerhalb von zehn bis 20 Sekunden, der innerhalb der ersten Minute nahezu
wieder auf basale Konzentrationen zuriickgeht (Gasser et al., 2006). Daran schlieit sich ein

zweiter NAADP-Anstieg an, der bei circa fiinf Minuten beginnt und bis 20 Minuten anhélt.

NAADP-sensitive Rezeptoren und Ca?*-Speicher

Im Seeigelei stellte sich relativ schnell heraus, dass NAADP auf einen anderen Ca?*-Speicher
wirkt als IP; oder cADPR (Lee und Aarhus, 2000). Es handelt sich dabei um saure, den
Lysosomen &dhnliche Organellen, die von Mikrosomen getrennt werden kénnen (Churchill
et al., 2002). Des Weiteren konnte die NAADP-vermittelte Ca?"-Freisetzung durch die In-
hibition der HY-ATPase mittels Bafilomycin A1l blockiert werden. Dass NAADP, IP; und
cADPR auf unterschiedliche Rezeptoren wirken, wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass
hohe Konzentrationen der sekundiren Botenstoffe die weitere Ca?t-Freisetzung durch den-
selben Botenstoff im Seeigelei verhindern (Clapper et al., 1987; Perez-Terzic et al., 1995). Die
Ca?T-Freisetzung durch einen der beiden anderen Botenstoffe bleibt jedoch unbeeinflusst.
Neue Daten deuten darauf hin, dass Two-pore channels des Seeigels (SpTPCs) fiir die Ca?t-
freisetzende Wirkung von NAADP auf saure Ca?"-Speicher verantwortlich sind (Brailoiu
et al., 2010).

Im Gegensatz zum Seeigelei gibt es in Sdugerzellen sowohl Hinweise auf eine Beteiligung des
ER als auch lysosomaler Ca?*-Speicher. Wie im Seeigelei kommen fiir die NAADP-sensitiven
Ca?"-Kanile TPCs in der Membran der Lysosomen in Frage (Brailoiu et al., 2009; Calcraft
et al., 2009; Zong et al., 2009). Eine Beteiligung von TPCs konnte bisher in der menschlichen
Karzinomzelllinie SKBR3 (Brailoiu et al., 2009), in -Zellen des Pankreas (Calcraft et al.,
2009) und in der glatten Muskulatur (Durlu-Kandilci et al., 2010) nachgewiesen werden.
Erstmalig in Azinuszellen des Pankreas wurde jedoch auch eine Ca?*-freisetzende Wirkung
von NAADP auf die Kernhiille, die ein Kontinuum mit dem ER ausbildet, gezeigt (Gerasi-
menko et al., 2003a,b). Da dieser Effekt sensitiv fiir Ryanodin und RutheniumRot war, die
beide den RyR inhibieren, wurde auf eine Aktivierung des RyR durch NAADP geschlossen
(Gerasimenko et al., 2003b). Bisher gibt es einige Bindungsstudien und Einzelkanalmessun-
gen, die die Aktivierung des RyR1 und des RyR2 durch NAADP bestétigen (Mojzisova et al.,
2001; Hohenegger et al., 2002; Dammermann et al., 2009). Dem gegeniiber stehen Publikatio-
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nen, die einen Effekt von NAADP auf die Offenwahrscheinlichkeit aller drei RyR-Subtypen
ausschliefen (Copello et al., 2001; Pitt et al., 2010). Auch wenn die Beteiligung des RyR in
unterschiedlichen Zelltypen kontrovers diskutiert wird, konnte zumindest in T-Zellen bisher
keine Beteiligung lysosomaler Ca?T-Speicher an dem NAADP-induzierten Ca ?*-Signal nach-
gewiesen werden (Steen et al., 2007). NAADP scheint vielmehr Ca?* aus dem ER oder einem
verwandten Tg-sensitiven Ca?"-Speicher freizusetzen. Fiir eine Aktivierung des RyR durch
NAADP spricht in T-Zellen weiterhin, dass sowohl lokale als auch globale NA ADP-induzierte
Ca?T-Signale durch eine verringerte Expression des RyR mittels antisense-Technologie oder
durch die pharmakologische Inhibition des RyR unterdriickt werden konnten (Langhorst et al.,
2004; Dammermann und Guse, 2005). Da die Konzentration von NAADP sowohl direkt nach
der Stimulation von T-Zellen ansteigt als auch einen zweiten, linger anhaltenden Anstieg
zeigt, wurde vermutet, dass NAADP sowohl fiir die initiale Phase des Ca?"-Signals als auch
fiir das Ca?"-Plateau in T-Zellen entscheidend ist (Gasser und Guse, 2005). Der Einsatz des
spezifischen NAADP-Inhibitors BZ194 bestétigt diese Annahme (Dammermann et al. (2009)
und Teil 4.1.2 der vorliegenden Arbeit).

NAADP als Ca2*-Trigger

Obwohl neben NAADP noch zwei weitere Ca?T-freisetzende sekundire Botenstoffe exisitie-
ren, kommt NAADP vermutlich eine besondere Rolle als Ca?"-Trigger zu (Guse und Lee,
2008). In der Funktion als Ca?*-Trigger wiirde NAADP ein anfingliches, lokal begrenz-
tes Ca?*-Signal auslosen, das dann durch IP,;- und cADPR-induzierte Ca?*-Signale sowie
Ca?*-induzierte Ca?"-Freisetzung (CICF) amplifiziert wiirde. Hinweise darauf wurden zuerst
in Azinuszellen des Pankreas gefunden. In diesen Zellen werden Cholecystokinin-induzierte
Ca?*-Signale durch NAADP vermittelt (Cancela et al., 1999, 2000). Durch den spezifischen
Einsatz eines IP;R-Inhibitors sowie eines Antagonisten fiir cADPR konnte gezeigt werden,
dass das NAADP-vermittelte Ca?*-Signal abhingig von der Verstirkung durch cADPR- und
IP;-induzierte Ca®-Signale ist (Cancela et al., 1999). Unterstiitzt wird diese Hypothese durch
die Tatsache, dass die NAADP-Konzentration nach der Stimulation schnell und vor einem
cADPR-Anstieg in der Zelle ansteigt (Yamasaki et al., 2005). Ein schneller, dem cADPR vor-
angehender Anstieg der NAADP-Konzentration konnte auch in Glucagon-ahnliches Peptid-1
(GLP-1)-stimulierten Inselzellen des Pankreas beobachtet werden (Kim et al., 2008). Hier
zeigte sich deutlich eine Trigger-Funktion fiir NAADP, da es den Anstieg von cADPR in
den Zellen steigern konnte. Im Gegensatz zu den Azinuszellen wurde das GLP1-induzierte
Ca?"-Signal durch Inhibitoren fiir den IP;R oder cADPR nicht vollstdndig blockiert. In
diesem Fall konnte sich durch NAADP ein globales Ca?*-Signal ohne weitere Amplifikation
durch die anderen beiden Botenstoffe entwickeln. Wie bereits beschrieben, steigt die NAADP-
Konzentration auch in iiber CD3 stimulierten Jurkat T-Zellen schnell an und geht einem An-
stieg der cADPR- und der IP;-Konzentration voraus (Guse et al., 1993, 1999; Gasser et al.,
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2006). Eine Blockade des anti-CD3-induzierten Ca?"-Signals in den T-Zellen durch Inhibito-
ren des IP;- beziehungsweise des cADPR-Signalweges bestétigt die Daten in Azinuszellen, dass
eine Amplifikation des initialen Ca?"-Signals durch cADPR und IP, nétig ist (Guse, 1999).
In arteriellen glatten Muskelzellen und in T-Zellen konnten durch NAADP-vermittelte sub-
zelluldire Ca?t-Signale beobachtet werden, die einem globalen Ca?*-Signal vorausgehen und
somit einen eindeutigen Beleg fiir die Trigger-Funktion von NAADP darstellen. In den Mus-
kelzellen konnte infundiertes NAADP innerhalb einer Minute lokal begrenzte Ca?*t-Signale
auslosen (Boittin et al., 2002). NAADP scheint Ca®" zuniichst aus lysosomalen Speichern
freizusetzen, die Amplifikation des Ca?*-Signals in Form einer Ca?t-Welle, die sich iiber
die Zelle ausbreitet, ist dann vom SR abhéngig. In T-Zellen konnten durch mikroinjizier-
tes NAADP ausgeloste Ca?T-Signale bereits nach wenigen hundert Millisekunden beobachtet
werden (Dammermann und Guse, 2005). Im Gegensatz zu den Muskelzellen waren diese aber

von der Expression des RyR abhingig.

1.2 Die Aktivierung von T-Zellen

T-Zellen sind notwendig fiir den erfolgreichen Ablauf der adaptiven Immunantwort. Im Thy-
mus herangereifte naive T-Zellen durchwandern kontinuierlich das Blut und die Lymphgeféfie
und koénnen dabei Kontakte zu professionellen Antigen-prisentierenden Zellen ausbilden. Da-
zu gehoren vornehmlich dendritische Zellen, aber auch B-Zellen und Makrophagen. Présentiert
eine dieser Zellen ein Antigen, fiir das die T-Zelle spezifisch ist, wird diese aktiviert und zur
Proliferation angeregt. Die T-Zellen wandern daraufhin zum Ort der Infektion, den sie auf-
grund von Cytokingradienten aufspiiren kénnen. Dabei differenziert man zwischen CD4" und
CD8* T-Zellen, die unterschiedliche Effektorfunktionen ausiiben. CD4" T-Zellen aktivieren
vor allem andere Zellen des Immunsystems wie B-Zellen, die Antikérper produzieren, und
entziindungsvermittelnde Makrophagen. Die cytotoxischen CD8" T-Zellen erkennen hingegen
infizierte Zellen und induzieren in diesen Apoptose. Nach einer erfolgreich abgeschlossenen Im-
munantwort sterben die meisten aktivierten T-Zellen. Nur ein geringer Teil ist langlebig und
tragt so zum immunologischen Gedéchtnis bei, das eine wesentlich effektivere Immunantwort
bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Pathogen erméglicht.

Bei der Aktivierung der T-Zelle wird ein Signalprozess in Gang gesetzt, in dem die Ca?*-
Signalgebung unerlésslich ist (Feske, 2007). Dieser beginnt zunéchst, indem der T-Zellrezeptor
(TCR) sein spezifisches Antigen, das ihm von einem Major histocompatibility complex (MHC)-
Molekiil auf der Oberfliche der Antigen-priasentierenden Zelle prasentiert wird, erkennt. Dabei
bilden CD4" T-Zellen einen Kontakt zu MHCII-Molekiilen und CD8" T-Zellen zu MHCI-
Molekiilen aus. Alle Kérperzellen besitzen MHCI-Molekiile, um CD8" T-Zellen signalisieren
zu konnen, dass sie infiziert sind. MHCII-Molekiile kommen hingegen nur auf den bereits

erwihnten professionellen Antigen-priasentierenden Zellen vor. Beim Kontakt der beiden Zel-
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len kommt es zur Polarisierung der T-Zelle und zur Ausbildung einer sogenannten Immuno-
logischen Synapse (Abbildung 1.2) (Monks et al., 1997, 1998; Grakoui et al., 1999).
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Abbildung 1.2: Eine reife immunologische Synapse. Links: Der TCR erkennt sein Antigen
iiber den Kontakt zum Peptid-MHC-Molekiil (gelb/rot). Aktivierende oder kostimulierende Molekiile
sind in blau dargestellt, inhibierende Molekiile in gelb und Molekiile, die nicht an der Signalge-
bung beteiligt sind in grau. Rechts: Blick von oben auf die immunologische Synapse. Diese ldsst
sich in mehrere Bereiche einteilen. In der Mitte befindet sich das sogenante zentrale, supramole-
kulare Aktivierungscluster (¢SMAC). Daran schlieBen sich das periphere (pSMAC) und schliefflich
das distale, supramolekulare Aktivierungscluster (dASMAC) an. Die verschiedenen Cluster enthal-
ten unterschiedliche Signalmolekiile. APC: Antigen-présentierende Zelle; CTLA4: Cytotoxisches T-
Lymphozyten-Antigen 4; ICAM1: Interzelluldres Adhisionsmolekiil 1; LFA1: Funktionelles Leukozy-
tenantigen 1; PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase; SHP2: SRC homology 2-domain-containing protein
tyrosine phosphatase 2; TCR: T-Zellrezeptor; ZAP70: (-Ketten assoziiertes Protein 70. ¥*CD45 gelangt
spéter in das cSMAC. Aus: Huppa und Davis (2003).

Im Zentrum einer reifen Synapse finden sich der T-Zellrezeptor, der Korezeptor CD4 be-
ziehungsweise CD8 und das kostimulatorische Molekiil CD28. Benachbart dazu finden sich
Adhisionsmolekiile, die gewéhrleisten, dass der Kontakt zwischen den Zellen stabilisiert wird.
Dabei interagiert LFA-1 auf der T-Zelle mit ICAM-1 auf der Antigen-prisentierenden Zel-
le. Im peripheren Bereich finden sich weitere Adhésionsmolekiile wie CD43 und CD44. Bei
dem Kontakt einer T-Zelle zu einer Antigen-prisentierenden Zelle kommt es bereits zu ein-
zelnen Ca?"-Signalen, bevor sich eine reife Synapse ausgebildet hat. Die Synapse bleibt nur
erhalten, so lange das Ca?*-Signal besteht (Huppa et al., 2003). Im Verlauf der Aktivierung
wandern die TCR aus den sogenannten multifokalen Synapsen in das Zentrum der Kon-
taktstelle, wo sie internalisiert und abgebaut werden (Lee et al., 2003). Wenn der TCR sein
spezifisches Antigen erkennt, muss das Signal in die Zelle geleitet werden. Dies geschieht
iiber akzessorische CD3-Molekiile (Abbildung 1.3). Diese besitzen sogenannte Tyrosinakti-
vierungssequenzen von Immunrezeptoren (ITAMs) mit mehreren Phosphorylierungsstellen.

Es kommt zur Phosphorylierung der in den ITAM-Motiven enthaltenen Tyrosinreste, an
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die sich weitere Tyrosinkinasen anlagern kénnen. Mit Hilfe von Adaptorproteinen wie LAT
(Linker for activation of T cells) und SLP-76 kénnen sich Tec-Kinasen anlagern, die eben-
falls iiber Phosphorylierung aktiviert werden und die Phospholipase C (PLC)-y aktivieren.
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) wird durch die aktivierte PLC-v in Diacylglyce-
rin (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP5) gespalten. Wie beschrieben wurde IP; als Er-
ster der Ca?"-freisetzenden sekundiren Botenstoffe entdeckt. Der Mechanismus der Bildung
von NAADP, der bisher noch nicht aufgeklédrt werden konnte, scheint allerdings dem Anstieg
der IP;-Konzentration zeitlich vorauszugehen (Gasser et al., 2006). NAADP scheint durch die
Aktivierung des RyR am ER ein Trigger-Ca?*-Signal zu liefern, das durch die Wirkung von
IP; und schliefllich cADPR verstérkt wird (Guse und Lee, 2008). Dadurch kommt NAADP
eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung eines globalen, lang anhaltenden Ca?*-Signals

in den T-Zellen zu.
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Abbildung 1.3: Die Ca?T-Signalgebung in T-Zellen. Der TCR erkennt sein spezifisches Anti-
gen im Zusammenhang mit einem MHC-Molekiil. Daraufhin wird intern eine Signalkaskade in Gang
gesetzt, bei der die sekunddren Botenstoffe NAADP, IP, und cADPR Ca’" aus dem ER freiset-
zen. Das Absinken der Ca*"-Konzentration des ER fiihrt iiber die Interaktion von STIM1 und Orail
zum Ca?"-Einstrom aus dem extrazelluliren Raum. Ca?'-sensitive Effektorproteine werden akti-
viert und aktivieren wiederum Transkriptionsfaktoren, die die Genexpression veréndern und schliefflich
zur Aktivierung und Proliferation der T-Zelle fithren. ADPRC: ADP-Ribosylcyclase; CRAC: Ca®™-
release activated Ca®"-channel; DAG: Diacylglycerin; ER: endoplasmatisches Retikulum; IP;R: IP,-
Rezeptor; PIPs: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PLC-y: Phospholipase C-v; pMHC: Peptid-
MHC-Komplex; TCR: T-Zellrezeptor; RyR: Ryanodinrezeptor; STIM1: Stromal interaction molecu-
le 1.

IP, und cADPR wirken ebenfalls auf das ER, indem sie den IP;R beziehungsweise den
RyR aktivieren (Guse et al., 1999). Als Folge dessen kommt es zu einem weiteren Aus-
strom von Ca?" aus dem ER. Der Abfall der Ca?*-Konzentration im ER wird von dem
Ca?T-sensorischen Protein STIM1 erkannt, das daraufhin oligomerisiert und mit seinem C-

Terminus mit Orail in der Plasmamembran wechselwirkt (Liou et al., 2005; Roos et al.,
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2005; Zhang et al., 2005; Feske et al., 2006; Huang et al., 2006; Vig et al., 2006). Der Kanal
Orail 6ffnet sich daraufhin und es kommt zu einem lang anhaltenden Ca?"-Einstrom aus
dem extrazelluliren Raum. Mittlerweile wird angenommen, dass Stim1 und Orail Teil eines
gréBeren Proteinkomplexes sind, der verantwortlich fiir den Store-operated Ca®* entry (SO-
CE) ist (Vérnai et al., 2007). Erst kiirzlich wurde das, zur Proteinfamilie der Myelin-basischen
Proteine (MBP) gehorende Golli-Protein beschrieben, das mit Stim und Orai wechselwirken
kann und vermutlich einen negativen Regulator fiir den SOCE darstellt (Feng et al., 2006;
Walsh et al., 2010).

Durch das lang anhaltende Ca?*-Signal werden zahlreiche Ca?"-abhingige Signalproteine
und dazugehorige Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel Calcineurin und der zugehorige
Transkriptionsfaktor Nuclear factor of activated T cells (NFAT), aktiviert (Oh-Hora et al.,
2008). Calcineurin ist eine Calmodulin-abhéngige Serin/Threonin Phosphatase, die aus ei-
ner katalytischen und einer regulatorischen Untereinheit besteht. Durch die Bindung von
Ca?T-Calmodulin an Calcineurin wird die Phosphataseaktivitiit aktiviert. Normalerweise liegt
NFAT phosphoryliert im Cytosol vor, die Dephosphorylierung durch Calcineurin legt jedoch
ein nukledres Lokalisationssignal (NLS) frei und ermoglicht NFAT, auf diese Weise in den Kern
zu gelangen (Hogan et al., 2003). NFAT-Molekiile sind an der Expression vieler induzierbarer
Gene wie Interleukin-2 (IL-2), IL-3, IL-4, IL-5, dem Granulozyten-Makrophagen Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF), Interferon (IFN)-v, FasL und dem Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) beteiligt (Rao et al., 1997; Macian et al., 2001; Katzav, 2004). Aulerdem wird iiber
NFAT-Molekiile auch die Expression immunregulatorischer Molekiile wie CD40L oder das cy-
totoxische T-Lymphozyten Antigen-4 (CTLA-4) kontrolliert. Das Cytokin IL-2 ist entschei-
dend fiir die Entwicklung der T-Zelle, da es autokrin die Proliferation der T-Zelle induziert.
Die NFAT-abhiingige Gentranskription hingt stark von einem lang anhaltenden Ca?*-Signal
ab. Sinkt das Ca?"-Signal, kommt es zur Phosphorylierung von NFAT durch Proteinkina-
sen wie Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3), Caseinkinase 1 und dual-spezifische Tyrosin-
Phosphorylierungsregulierte Kinasen (DYRK1 und DYRK2) und NFAT wird wieder ins Cy-
tosol zuriicktransportiert (Okamura et al., 2000, 2004; Gwack et al., 2006). So konnte gezeigt
werden, dass die Inhibition des NAADP-Signalweges zu einer verringerten Translokation von
NFAT in den Kern und einer verminderten Proliferation der T-Zellen fiithrt (Dammermann
et al., 2009). Das kostimulatorische Signal iiber CD28 scheint die Lokalisation von NFAT
im Kern zu verstirken, indem es Akt aktiviert, woriiber wiederum die GSK3 inhibiert wird
(Diehn et al., 2002). Fiir die erfolgreiche Proliferation der T-Zelle scheint deshalb die Kosti-
mulation iiber CD28 notwendig zu sein. In der Abwesenheit eines kostimulatorischen Signals
iitber CD28 geht die T-Zelle in einen anergen Zustand iiber (Feske et al., 2003). Neben Cal-
cineurin und NFAT gibt es noch weitere Signalproteine, wie die Ca?*-Calmodulin-abhiingige
Kinase (CaMK) und ihr Zielprotein, das cAMP-responsive-element-binding protein (CREB),
der Myocyte enhancer factor 2 (MEF2) und nuclear factor kappa B (NFxB) (Oh-Hora et al.,
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2008). Daneben aktiviert die Bildung von DAG die Signalwege der Ras-Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK) und der Proteinkinase C (PKC). Auf diesem Wege werden die Tran-
skriptionsfaktoren AP-1, der sich aus c-Jun und c-Fos zusammensetzt, und NFxB aktiviert
(Karin und Gallagher, 2005; Schulze-Luehrmann und Ghosh, 2006). NFAT kann mit dem
Transkriptionsfaktor AP-1 wechselwirken, wodurch es zur Integration des Ca?" /Calcineurin-
Signalweges mit dem MAPK-Signalweg kommt. Die Zusammensetzung von AP-1 ist entschei-
dend fiir die Expression von IFN-y und IL-4 (Savignac et al., 2007).

Die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen

Mit Hilfe der T-Zellen kénnen Pathogene im Regelfall schnell und effektiv aus dem Korper
entfernt werden. Kritisch wird es, wenn sich T-Zellen im Fall von Autoimmunerkrankungen
gegen korpereigene Proteine richten und es dabei zur Schiadigung von Gewebe und lebens-
wichtigen Organen kommt. Die Multiple Sklerose ist ein Beispiel fiir eine der hidufigsten neu-
rologischen Erkrankungen, bei der sich das Immunsystem gegen den eigenen Korper richtet.
Im Verlauf der Krankheit entwickelt sich eine chronische Entziindung im Gehirn, bei der au-
toreaktive T-Zellen und Makrophagen in das Zentrale Nervensystem (ZNS) einwandern und
zur Demyelinisierung sowie einem Verlust von Axonen und Neuronen fithren (Hafler et al.,
2005). In Folge der Demyelinisierung kommt es zu einer verlangsamten Reizweiterleitung im
ZNS, die sich vor allem in Sehstérungen, Missempfindungen und Léhmungen duflert (Limm-
roth und Sindern, 2004). Letztere dominieren das Krankheitsbild umso stéirker, je weiter die
Krankheit fortgeschritten ist. Obwohl die Multiple Sklerose wahrscheinlich vornehmlich durch
T-Helferzellen des Typs I vermittelt wird, ist sie eine sehr heterogene Erkrankung, bei der
auch andere Zellen des adaptiven Immunsystems wie B-Zellen und Tyl17-Zellen sowie das
angeborene Immunsystem eine Rolle spielen (Lopez-Diego und Weiner, 2008). Die Bedeutung
der T-Zellen in der Multiplen Sklerose konnte bisher am besten in einem analogen Tiermodell,
der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), untersucht werden.

Ein Ziel von Therapien der Multiplen Sklerose ist es, die unerwiinschte Aktivierung der
T-Zellen zu unterdriicken. Bisher werden vor allem Immunmodulatoren eingesetzt, die den
Schweregrad der Krankheit vermindern und das Auftreten der schubartigen Anfélle verrin-
gern sollen. Dazu gehoren drei rekombinante IFN-5 Agenzien sowie Glatirameracetat (Lopez-
Diego und Weiner, 2008). Bei aggressiven sowie progressiven Verldaufen der Multiplen Skle-
rose zeigen diese Medikamente jedoch keine Wirkung. Weitere Wirkstoffe wie Mitoxantron,
das cytotoxisch wirkt, oder Natalizumab, das die Migration der Immunzellen beeinflusst,
zeigen jedoch erhebliche Nebenwirkungen und werden deshalb nur nach genauem Abwégen
in duflerst aggressiven Féllen der Multiplen Sklerose eingesetzt. Neue Therapieanséitze wie
die Peptid-spezifische Toleranz versuchen die Antigenspezifitit auszunutzen und somit ei-
ne generelle Immunsuppression zu verhindern sowie die Heterogenitit dieser Krankheit zu

beriicksichtigen. Da bisher keine wirksamen Therapien zur Verfiigung stehen, die das Fort-
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schreiten der Krankheit verhindern und eine dauerhafte Remission herbeifiihren kénnten, ist
es notwendig, die Reaktivierung der T-Zellen wihrend einer Autoimmunerkrankung weiter
aufzukliaren. Auf diese Weise konnten neue Moglichkeiten zur Intervention in die Signalge-
bung von T-Zellen entstehen, die ein friitheres und spezifischeres Eingreifen in die Aktivierung

autoreaktiver T-Zellen erlauben.

1.3 Die Excitations-Kontraktions-Kopplung in Cardiomyozyten

Ca?" ist im Herzen essentiell fiir die Kontraktion und die Relaxation des Organs (Bers,
2001, 2002, 2008). Dieser als Erregungs-Kontraktions-Kopplung (EKK) bezeichnete Prozess
ermdglicht das regelméflige Schlagen des Herzens (Abbildung 1.4).

Noradrenalin/Adrenalin

Sarkolemm

% g o0
PKA ¢ Ca?*-Uniporter
7
AN

Mitochondrium

T-Tubulus

200ms

Abbildung 1.4: Die Excitations-Kontraktions-Kopplung (EKK) in ventrikuliren Myo-
zyten. Durch die elektrische Stimulation der Myozyte tritt Ca®" iiber den LTCC in die Zelle ein
und aktiviert den RyR. Daraufhin kann Ca?" aus dem SR ausstrémen, an die Myofilamente bin-
den und so die Kontraktion ausldsen. Die Kontraktion endet, indem Ca?" hauptsiichlich iiber NCX
und die SERCA wieder aus dem Cytosol transportiert wird. Eine Modulation der EKK kann iiber
eine J-adrenerge Stimulation statt finden. Das Diagramm zeigt den Zeitverlauf eines Aktionspotenti-
als, eines Ca?*-Transienten und einer Kontraktion in einer ventrikuliiren Myozyte aus Kaninchen bei
37°C. AC: Adenylatcyclase; g-AR: B-Adrenozeptor; cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat; NCX:
Na™t/Ca 2+_Austauscher; Ggno: G-Protein go; LTCC: L-Typ Ca?'-Kanal; PKA: Proteinkinase A; PLB:
Phospholamban; PMCA: Plasmamembran Ca?"-ATPase; RyR: Ryanodinrezeptor; SR: sarkoplasma-
tisches Retikulum; SERCA: sarco-/endoplasmatische Retikulum-ATPase (SERCA). Verindert nach:
Bers (2002).
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Die Kontraktion einer Zelle beginnt mit der Depolarisation, wodurch spannungsabhéngige
Ca’T-Kanile in der Plasmamembran aktiviert werden. In ventrikuliren Cardiomyozyten
kommt unter normalen Bedingungen nur der L-Typ Ca?*-Kanal vor. In Zellen des Reiz-
leitungssystems und in Schrittmacherzellen findet sich auch der T-Typ Ca?*-Kanal, der auf-
grund seiner geringen Stromdichte jedoch auch hier nur eine untergeordnete Rolle fiir den
Ca?T-Einstrom spielt. Der Einstrom von Ca?" iiber den L-Typ Ca?*-Kanal wird durch die
Ca?T-abhingige Inaktivierung auf der cytosolischen Seite begrenzt. Die Inaktivierung wird
durch Calmodulin vermittelt, das an den C-Terminus des Kanals bindet (Peterson et al., 1999;
Ziihlke et al., 1999). Die Ca?T-Kanile der Plasmamembran befinden sich in enger Nachbar-
schaft zu den RyR, die im SR lokalisiert sind (Scriven et al., 2000). Sie bilden gemeinsam eine
Funktionseinheit aus, die auch als Couplon bezeichnet wird. Ein Couplon besteht aus zehn bis
25 L-Typ Ca?"-Kanilen und 100 bis 200 RyR. Wenn sich der Ca?"-Kanal 6ffnet, steigt die
Ca?*-Konzentration lokal in weniger als einer Millisekunde in dem Spalt zwischen dem RyR
und dem Ca?"-Kanal auf zehn bis 20 M an. Dies aktiviert den RyR iiber CICF, so dass Ca "
aus dem SR in das Cytosol stromen kann. Der Ausstrom von Ca?* aus dem SR triigt weiter
zur Inaktivierung des L-Typ Ca?*-Kanals bei. Pro Couplon 6ffnen sich zwischen sechs und 20
RyR gleichzeitig und generieren einen Ca ?*-Spark. Die Synchronisierung wird iiber CICF und
vermutlich auch iiber physikalische Kopplung moglich (Kaftan et al., 1996). Durch das gleich-
zeitige Offnen mehrerer RyR kann die Ca?*-Konzentration in der Spalte auf 200 bis 400 uM
ansteigen. Das freie Ca?" diffundiert in das Cytosol und aktiviert dort die Myofilamente
zur Kontraktion. Eine Zelle enthélt etwa 20.000 Couplons. Da ein Couplon unter norma-
len Bedingungen nicht in der Lage ist, andere Couplons zu aktivieren, muss die Aktivierung
aller Couplons einer Zelle synchron erfolgen. Auf diese Weise werden mehrere Tausend Ca?*-
Sparks gleichzeitig erzeugt, und es entstehen lokale Ca?*-Anstiege, die rdumlich und zeitlich
vollstéindig iiberlappen. Das freie Ca?t bindet an das, dem Calmodulin dhnlichen TroponinC
(TnC), das an der Regulation der diinnen Filamente in der Herzzelle beteiligt ist. Durch die
Bindung von Ca?* kann TnC stirker an TroponinI (Tnl) binden, das auf diese Weise von sei-
ner Aktinbindungsstelle gezogen wird. Dies erméglicht wiederum dem Tropomyosinkomplex,
tiefer in die Furche des Aktinfilamentes zu reichen, so dass die Myosinkopfe mit dem Aktin
interagieren konnen. Als Folge dessen kann der Troponin/Tropomyosinkomplex noch weiter in
das Aktinfilament hineinreichen und erlaubt die weitere Querbriickenbildung an benachbarten
Aktinbindungsstellen sowie die Bindung von Ca?* an weiteren TnC-Molekiilen. So entsteht
die starke Kooperativitit dieses Prozesses. Durch die Querbriickenbildung wird die Affinitat
von Ca?* fiir TnC noch gesteigert, woraus eine verringerte Ca?*-Dissoziation resultiert und
der aktive Zustand verldngert wird. Die Stédrke der Kontraktion kann durch die Dauer oder
die Amplitude der Ca?*-Transienten und durch die Sensitivitit der Myofilamente fiir Ca 2"
beeinflusst werden. Eine Steigerung der Sensitivitiat wird iiber die Verldngerung der Sarcomere

erreicht, eine geringere Sensitivitédt entsteht zum Beispiel bei einer Acidose, bei angehobenen
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Phosphat- und Mg ?*-Konzentrationen oder bei einer S-adrenergen Stimulation (siche unten).
Fiir die Relaxation muss das Ca?" wieder aus dem Cytosol beférdert werden, damit Ca?"
vom TnC dissoziieren kann. Im Gleichgewicht gilt, dass dieselbe Menge Ca?* iiber die SER-
CA in das SR zuriickgepumpt wird, wie urspriinglich durch den RyR ausgestromt ist. Ebenso
gelangt dieselbe Menge an Ca?* iiber den Na®/Ca?*-Austauscher (NCX) in den extrazel-
luliiren Raum, wie zuvor durch den L-Typ Ca?"-Kanal eingestromt ist. Die Ca?*-ATPase des
Sarcolemma leistet kaum einen Beitrag zum Ca?*-Ausstrom. Der NCX kann in beide Rich-
tungen arbeiten, transportiert aber normalerweise Ca?" aus der Zelle. Zu einem Einstrom
von Ca?t kann es kommen, wenn die intrazellulire NaT-Konzentration erhsht ist, der Ca?*-
Ausstrom aus dem SR und/oder der Ca?"-Einstrom iiber Ca?"-Kanéle inhibiert werden oder
wenn die Aktionspotentialdauer (APD) verldngert ist. Die Beteiligung der Kanéle beziehungs-
weise Pumpen an dem Ca?"-Strom ist stark von der Spezies abhingig (Bassani et al., 1994).
In der Maus oder der Ratte zirkuliert 90 bis 95 % des Ca?" iiber das SR, im Menschen sind
es hingegen nur etwa 70 %. Da die Maus hédufig als Modellorganismus dient, miissen insbeson-
dere weitere Unterschiede zum Menschen beriicksichtigt werden, wie die hohere Verstirkung
des Ca?"-Signals in der Maus, die kiirzere APD, eine andere Beteiliung der K *-Stréme am
Aktionspotential und eine hohere intrazellulire Na T-Konzentration. Auch die Mitochondrien
konnen Ca?* iiber den Ca?*-Uniporter aufnehmen, allerdings macht das nur etwa 1% des
aus dem Cytosol zu entfernenden Ca?* aus (Bassani et al., 1994). Mitochondrien spielen vor
allem eine Rolle, um eine Uberladung des Cytosols mit Ca?* zu verhindern und auf diese
Weise, Hyperkontraktionen, die Aktivierung von Ca?T-abhiingigen Proteasen und Arrhyth-
mien zu verhindern. Allerdings geht dieser Prozess auf Kosten der ATP-Produktion und kann
im schlimmsten Fall zum Zelltod fithren. Ein weiterer Ca?*-Ausstrom aus dem SR wird wahr-
scheinlich iiber die Beladung des SR und die Inaktivierung des RyR verhindert. Zum einen
ist der RyR eine begrenzte Zeit nach der Aktivierung nicht ansprechbar, bis er sich wieder
erholt hat (Fabiato, 1985; Schiefer et al., 1995; Sitsapesan et al., 1995b; Sham et al., 1998).
Zum anderen weist er nach der Aktivierung eine geringere Offenwahrscheinlichkeit auf, die
nur durch héhere Ca?T-Konzentrationen iiberwunden werden kann (Gyorke und Fill, 1993;
Valdivia et al., 1995).

Modulation der EKK durch 5-adrenerge Stimulation

Die EKK kann durch die sympathische Stimulation iiber [-adrenerge Rezeptoren modu-
liert werden (Bers, 2002). Dies fiihrt zu gesteigerten Kontraktionen und einer beschleunigten
Relaxation, was als inotroper beziehungsweise lusitroper Effekt bezeichnet wird. Uber G-
Protein gekoppelte Rezeptoren wird die Adenylatcyclase zur Produktion von cyclischem AMP
(cAMP) angeregt, was wiederum die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Die PKA phosphory-
liert zahlreiche Zielproteine, die bei der EKK eine Rolle spielen. Dazu gehéren Phospholam-
ban, L-Typ Ca?*-Kanile, RyR, Tnl und das Myosin-bindende Protein C. Der lusitrope Effekt
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der PKA wird hauptséchlich durch die Phosphorylierung von Phospholamban und Tnl ver-
mittelt. Ersteres hebt die inhibierende Wirkung von Phospholamban auf die SERCA auf und
beschleunigt so die Ca?*-Aufnahme in das SR. Durch die Phosphorylierung von Tnl kann
Ca?" schneller von den Myofilamenten dissoziieren. Die Inotropie der PKA kommt durch
einen gesteigerten Ca?*-Einstrom iiber die L-Typ Ca?*-Kanile und eine héhere Beladung
des SR zustande. Auch der RyR kann durch die PKA phosphoryliert werden, inwiefern dieses
jedoch die EKK beeinflusst, wird kontrovers diskutiert. Eisner postulierte, dass eine gesteiger-
te Sensitivitdt des RyR nur kurzzeitig einen Einfluss auf den Ca?"-Strom hat (Eisner et al.,
2000). Durch einen verstirkten Ausstrom aus dem SR iiber sensitivierte RyR wiirde mehr
Ca?" iiber den NCX aus der Zelle befordert werden. Dies hitte wiederum zur Folge, dass
weniger Ca?" in das SR aufgenommen wiirde und der Ca?*-Spiegel des SR sinken wiirde.
Ein geringerer Ca?*-Spiegel wiirde bei der nichsten Erregung den sensitivierten RyR ausglei-
chen. Derart wiirde sich das Gleichgewicht wieder einstellen und die Ca?*-Amplitude bliebe
unverindert. Dennoch ist nicht auszuschlieBen, dass ein verstirktes Ca?*-Leck des SR iiber
einen sensitivierten RyR zu einem verminderten systolischen Ca?*-Signal bei Herzversagen
fithrt. Die Phosphorylierung des RyR kann durch die Proteinphosphatase 2A (PP2A) und die
Proteinphosphatase 1 (PP1) riickgéingig gemacht werden (Berridge et al., 2003). Eine weite-
re Modulation des RyR ist iiber das luminale Ca?*-bindende Protein Calsequestrin, sowie
die cytosolischen Proteine Calmodulin und das FK506-bindende Protein 12.6 (FKBP12.6)
moglich.

Im Gegensatz zu T-Zellen, in denen NAADP mafigeblich an der Entwicklung eines globalen
Ca?*-Signals beteiligt ist, scheint dieser Botenstoff in Cardiomyozten eher eine modulato-
rische Funktion im Verlauf einer S-adrenergen Stimulation einzunehmen (Macgregor et al.,
2007a). NAADP ist in der Lage, die Ca?T-Amplitude und die Kontraktion withrend der Sti-
mulation ventrikulérer Cardiomyozyten zu steigern, sowie das Auftreten und die Amplitude
von Ca?t-Sparks zu erhdhen. Der Effekt von NAADP kann durch die Inhibition der HT-
ATPase der lysosomalen Speicher mittles Bafilomycin A1 inhibiert werden. Der Einfluss von
NAADP auf die EKK scheint eine Rolle bei der S-adrenergen Stimulation zu spielen, da die

Inkubation mit Isoprenalin zu einer erhohten NAADP-Konzentration in den Zellen fiihrte.

Die Entstehung von Arrhythmien

Die EKK ist streng reguliert und sobald es zu einer Storung der regelméfiigen Zu- und Ab-
nahme des Ca?*-Signals kommt, kénnen arrhythmische Ereignisse auftreten. Unter arrhyth-
mischen Ereignissen versteht man vor allem Delayed after depolarizations (DADs) und Early
after depolarizations (EADs). DADs werden wahrscheinlich durch spontane Ca?T-Stréme aus
dem SR in der diastolischen Phase aufgrund einer erhhten SR-Beladung verursacht. Dadurch
kommt es zu Nachkontraktionen und zu einem kurzzeitigen Na *-Einstrom iiber den NCX.

Dies fiihrt zur Depolarisation des Membranpotentials bis zur Auslésung eines Aktionspotenti-
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als. EADs treten eher bei einer langen APD, dem Langen QT-Syndrom oder einer Bradykardie
(verlangsamte Schlagfolge) auf. Dabei kommt es wahrscheinlich zu einer Reaktivierung des
Ca?*-Kanals, sobald dieser sich von der Ca?*-abhingigen Inaktivierung erholt hat (January
und Riddle, 1989; Sipido et al., 1995).

Wie beschrieben, scheint IP; nicht an der Excitations-Kontraktions-Kopplung beteiligt zu
sein, allerdings wurde auch in ventrikuldren Myozyten die Expression des IP;R nachgewie-
sen (Perez et al., 1997; Lipp et al., 2000). Diese ist im Vergleich zum RyR aber um einen
Faktor von 50 bis 100 geringer (Moschella und Marks, 1993). In ventrikuldren Cardiomyozy-
ten steigert Endothelin-1 iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren die Amplitude des globalen
Ca?"-Signals und das Auftreten spontaner Ca?'-Ereignisse (Proven et al., 2006). Dieser
proarrhythmische Effekt kann durch Antagonisten fiir die PLC und den IP;R gehemmt wer-
den und durch membrangéngiges IP; simuliert werden. Auch in atrialen Myozyten scheint
Endothelin-1 arrhythmische Ereignisse zu begiinstigen. So kam es nach der Stimulation mit
Endothelin-1 zu zusitzlichen Ca?*-Transienten, die in 75 % der Félle von vorzeitigen Akti-
onspotentialen begleitet waren, die durch DADs entstanden (Mackenzie et al., 2002). Wie
in ventrikuldren Cardiomyozyten konnte dieser Effekt durch einen membranpermeablen IP -
Ester imitiert werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Endothelin-1 die Anzahl
an nuklediren Ca?*-Transienten in atrialen Cardiomyozyten erhoht, was wiederum iiber den
IP;-Signalweg vermittelt wird (Kockskémper et al., 2008). Auf diese Weise konnte IP; zur
Excitations-Transkriptions-Kopplung beitragen und die Entwicklung von Hypertrophien in-
duzieren.

Sofern arrhythmische Ereignisse nur auf der Ebene von Einzelzellen auftreten, kommt es nicht
zu einer Rhythmusstérung des gesamten Organs (Dhein und Stark, 2008). Erst wenn diese
Veréinderungen auf den gesamten Gewebeverband iibertragen werden, entstehen Arrhythmi-
en. Arrhythmien werden zum einen nach ihrem Rhythmus unterteilt. So spricht man bei
einer verlangsamten Schlagfolge von einer Bradykardie und bei einer erhéhten Schlagfolge
von einer Tachykardie. Des Weiteren ist eine Unterscheidung vom Ursprungsort der Arrhyth-
mie moglich. Rhythmusstérungen kénnen im Vorhof- und im Kammermyokard entstehen.
Bisher eingesetzte Antiarrhythmika wirken auf Ionenkanéle und Rezeptoren der Plasmamem-
bran und werden nach Vaughan Williams (1970) in vier Gruppen eingeteilt: Na®™-, K*- und
Ca?T-Kanalblocker sowie 8-Adrenozeptor-Antagonisten. Der Nachteil dieser Antiarrhythmi-
ka ist, dass sie die Elektrophysiologie des gesamten Herzens beeinflussen und nicht nur am
Entstehungsort der Arrhythmie wirken (Dhein und Stark, 2008). Dies hat zur Folge, dass viele
Antiarrhythmika kontraproduktiv wirken und ihrerseits einen proarrhythmischen Effekt auf-
weisen. Ein neuerer Ansatz versucht, die Kommunikation zwischen den Herzzellen zu erhohen,
indem Gap junctions durch antiarrhythmische Peptide beeinflusst werden. Aufgrund der bis-
her nur unzureichenden Therapiemoglichkeiten ist es auflerordentlich erstrebenswert, neue

Perspektiven in der Préavention und Behandlung von Herzrhythmusstérungen zu ertffnen.
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Wie beschrieben, nimmt der Ca?*-freisetzende sekundire Botenstoff NAADP eine wichtige
Rolle in der Signaltransduktion verschiedenster Zelltypen ein. Der mogliche Rezeptor von
NAADP wird nach wie vor kontrovers diskutiert und eine Bindungsstelle von NAADP konn-
te bisher nicht identifiziert werden. Der Einsatz von Antagonisten fiir NAADP ist fiir die
Forschung bedeutsam, da er neue Einblicke in den Signalweg von NAADP liefern kénnte. Die
beschriebene Bedeutung von NAADP als Ca?"-Trigger machen diesen Signalweg auch aus

klinisch therapeutischer Sicht interessant.
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2 Fragestellung

Der Ca?*-freisetzende sekundire Botenstoff NAADP nimmt eine bedeutende Rolle bei zahl-
reichen physiologischen Prozessen wie der Aktivierung von T-Zellen und der Kontraktion
von Muskelzellen ein. Derzeit wird davon ausgegangen, dass NAADP bereits in nanomolaren
Konzentrationen wirksam ist und kleine Trigger-Signale liefert, durch deren Amplifikation
ein globales Ca?*-Signal erst ermdglicht wird. Aufgrund seiner grofien Bedeutung fiir die
Ca?T-Signalgebung stellte sich die Frage, ob der NAADP-Signalweg an pathophysiologischen
Vorgéngen beteiligt sein konnte. Zur Untersuchung dieser Fragestellung sollten ein immunolo-
gisches sowie ein cardiovaskuléres Zellmodell mit pathophysiologischem Hintergrund verwen-
det werden.

In dem ersten Modell sollte die Bedeutung von NAADP bei der Aktivierung von T-Zellen
im Rahmen einer Autoimmunerkrankung analysiert werden. Das Modell ist angelehnt an die
Multiple Sklerose, eine Autoimmunerkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS). Dafiir
sollten MBP-spezifische CD4" T-Zellen verwendet werden, die in der Lage sind, eine Expe-
rimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), ein Tiermodell fiir die Multiple Sklerose
in der Ratte, zu induzieren. Die Aktivierung der T-Zellen sollte in einem Zweizellsystem mit
Astrozyten als Antigen-prisentierende Zellen stattfinden und mittels Ca?*-Imaging analysiert
werden. Astrozyten, die zu den Gliazellen im ZNS gehoren, besitzen die Fahigkeit T-Zellen
zu aktivieren und sind an Entziindungsvorgéngen im ZNS beteiligt. Nach der Etablierung
des Systems sollte durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren die Rolle von NAADP bei der
Aktivierung autoreaktiver T-Zellen untersucht werden.

Bei dem zweiten Modell handelt es sich um ein zelluldres Modell fiir die Entstehung von Ar-
rhythmien im Herzen. An isolierten Cardiomyozyten der Maus entstehen unter 3-adrenerger
Stimulation zusétzliche Ca?*-Transienten. Im Rahmen dieser Arbeit sollte mit Hilfe des
Ca?T-Imaging untersucht werden, welche Rolle NAADP bei der Entstehung dieser zustzlichen

Transienten spielt.
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3 Material und Methoden

3.1 Antikorper

Erstantikorper:

a-Ratte-CD3 [IgM, aus der Maus, monoklonal, MCA772XZ] (AbD Serotec, Miinchen)
a-Ratte-CD3 zur Stimulation in Loésung [IgM, aus der Maus, monoklonal, MR5300] (Invitro-
gen, Karlsruhe)

a-Ratte-CD28 [IgG1, aus der Maus, monoklonal, MCA1331EL] (AbD Serotec, Miinchen)
a-Ratte-Ox6 (MHCII) [IgG1, aus der Maus| (erhalten von Prof. Fliigel, Universitétsklinikum
Gottingen)

Isotyp fiir a-Ratte-Ox6 [IgG1, k, aus der Maus, M1398] (Sigma-Aldrich, Miinchen)
Zweitantikorper:

a-Maus-IgG [FITC-konjugiertes F'(ab’)y Fragment, aus der Ziege, 115-096-146] (JacksonIm-
munoResearch, West Grove, USA)

a-Maus-IgM zur Stimulation mit a-CD3 in Losung [aus der Ziege, M31500] (Invitrogen, Karls-
ruhe)

3.2 Zellkultur

3.2.1 F10 Astrozyten

Der Astrozytenklon F10 wurde aus Hirnpridparationen von Lewis Ratten etabliert (Risau
et al., 1990). Nach einer Kultivierung iiber mehrere Monate, in der sich den protoplasmi-
schen Astrozyten &hnliche Monolayer herausgebildet hatten, wurden einzelne, Glial fibrillary
acidic protein (GFAP)-positive Zellkolonien ausgewihlt und vermehrt. Der Klon F10 wurde

freundlicherweise von Prof. Fliigel (Universitét Gottingen) zur Verfiigung gestellt.

3.2.2 Primare T-Zellen der Ratte

Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten T-Zellen handelt es sich um priméire CD4™
Effektor T-Zellen, die urspriinglich aus den Lymphknoten von Lewis Ratten isoliert worden
waren (Ben-Nun et al., 1981; Fliigel et al., 1999). Diese T-Zellen wurden freundlicherweise von

der Arbeitsgruppe von Prof. Fliigel (Universitatsklinikum Gottingen) zur Verfiigung gestellt.
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Fiir die Herstellung dieser Zellen wurden die Ratten zunéchst mit MBP oder OVA immuni-
siert. Nach zehn Tagen wurden die inguinalen, poplietalen und paraaortalen Lymphknoten
isoliert und aus den préaparierten Zellen eine Primérkultur angelegt. Es folgten mehrere Resti-
mulationszyklen mit dem spezifischen Antigen. Die Restimulationen dienen der Vermehrung
der Zellen. Des Weiteren ist durch sie gewihrleistet, dass die Mehrheit der Zellen auf das
spezifische Antigen reagiert. Ab der dritten Restimulation konnen die T-Zellen eingefroren
werden. Fiir die vorliegende Arbeit wurden T-Zellen verwendet, die mindestens drei Restimu-
lationszyklen durchlaufen hatten. Die T-Zellen wurden fiir jeden Versuch frisch aufgetaut, da
sie ohne Restimulation nicht ldnger in Kultur gehalten werden kénnen. Um geniigend T-Zellen
zur Verfiigung zu haben, miissen diese deshalb von Zeit zu Zeit durch Restimulationszyklen

vermehrt werden.

3.2.3 Primdre Cardiomyozyten der Maus

Es wurden M#use im Alter von sechs bis 12 Wochen mit einem Black Swiss-, FVB- oder
C57BL/6J-Hintergrund verwendet. Die letzteren beiden wurden freundlicherweise von Dr.
Rudolph (Klinik und Poliklinik fiir Allgemeine und Interventionelle Kardiologie, UKE) zur
Verfiigung gestellt. Die Haltung und Behandlung der Tiere erfolgte gem&fl den Richtlinien
der NIH Publikation ” Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” Nr. 85-23, in der

revidierten Fassung von 1985.

3.2.4 Passage der F10 Astrozyten

Beim Astrozytenklon F10 handelt es sich um eine adhéirente Zelllinie. Sie wurde bei 37°C
und 10 % CO, im CO,-Inkubator kultiviert und alle drei bis vier Tage in einer Verdiinnung
von 1 : 20 umgesetzt. Fiir die Passage wurden die Zellen zunichst mit Ca?t / Mg 2*-freiem
PBS gewaschen und mit 2ml Trypsin/EDTA pro 75cm? Kulturfliche vom Boden der Kul-
turflasche abgelost. Anschliefend wurden die abgelosten Zellen in frischem Kulturmedium

aufgenommen, resuspendiert und in eine neue Kulturflasche iiberfiihrt.

3.2.5 Restimulation der primdren T-Zellen

Ein Restimulationszyklus belduft sich in der Regel auf sieben Tage. An Tag null werden die
T-Zellen mit Antigen-présentierenden Zellen und ihrem spezifischen Antigen stimuliert. In-
nerhalb von zwei Tagen formen sich sogenannte Blasten, das heiflt, die T-Zellen vergréfiern
sich und nehmen eine tropfenformige Gestalt an. Im Verlauf der néchsten drei Tage kommt
es zu einer starken Proliferation der T-Zellen, bis sie ab Tag fiinf wieder in einen ruhenden
Zustand {ibergehen und an Tag sieben erneut restimuliert werden kénnen. Im ruhenden Zu-
stand sind die T-Zellen wesentlich kleiner und haben eine Reiskorn-férmige Gestalt. Ab der

sechsten bis siebten Restimulation proliferieren die T-Zellen nicht mehr so stark und sind sehr
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empfindlich.

Fiir die Restimulation wurden T-Zellen verwendet, die sich an Tag sieben ihres Restimu-
lationszyklus befanden. Die T-Zellen waren entweder frisch aufgetaut worden oder wurden
nach einem Restimulationszyklus direkt einer neuen Restimulation unterworfen. Als Antigen-
prasentierende Zellen wurden Thymozyten aus der Ratte prépariert, die mit 5000 Rad be-
strahlt worden waren, um eine Proliferation dieser Zellen wihrend der Restimulation zu ver-
hindern. Die Thymozyten wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Fliigel
(Universitétsklinikum Gottingen) zur Verfiigung gestellt. Fiir eine Restimulation in einer
6 cm-@ Zellkulturschale mit 5 ml Medium sollte das Verh&ltnis von Thymozyten zu T-Zellen
70 Mio. zu zwei bis vier Mio. betragen. Optimal sind drei Mio. fiir die T-Zellen. Nach der
Bestimmung der Zellzahl wurden die T-Zellen mit der entsprechenden Menge an Thymozy-
ten vereinigt und bei 300g und 4°C fiir acht Minuten zentrifugiert. Allerdings ist es nicht
notwendig fiir die Restimulation, dass die Zellen gemeinsam zentrifugiert werden. Anschlie-
Bend wurden die Zellen in Restimulationsmedium aufgenommen, dem das Antigen (OVA oder
MBP) in einer Endkonzentration von 10 ug/ml zugefiigt wurde. Das Antigen sollte bei -20°C
gelagert und wiederholtes Auftauen und Einfrieren vermieden werden. Die Ansédtze wurden
auf 6 cm-@ Zellkulturschalen verteilt und im Brutschrank bei 37°C und 10 % CO,, gehalten.
Innerhalb von zwei Tagen sollten die T-Zellen ausreichend aktiviert worden sein. Bei der Be-
obachtung im Lichtmikroskop an Tag zwei sind Proliferationszentren zu sehen, die im Laufe
des Tages durch die Vereinzelung der Zellen verschwinden. Auflerdem kénnen unterschiedli-
che Zellen unterschieden werden. Kleine runde Zellen sind noch vorhandene Thymozyten, die
aber im Verlauf der Restimulation absterben. Grofle, tropfenférmige Zellen mit einem Durch-
messer von etwa 15 um sind die T-Zell-Blasten, die stark proliferieren. Vergleichsweise grofle,
Reiskorn-férmige Zellen sind aktivierte T-Zellen, die aber bereits in den ruhenden Zustand
iibergehen. Alle groflen runden Zellen und etwas dunklere Zellen in den Proliferationszentren
sind tote T-Zellen. In den ersten 48 Stunden ihrer Restimulation produzieren die T-Zellen
zahlreiche Cytokine wie Interleukin (IL)-2, IFN-y und IL-17. Deshalb kann der Uberstand
der T-Zellen von Tag zwei der Restimulation auch zur Aktivierung anderer Zellen und wie
in der vorliegenden Arbeit fiir die Induktion der MHCII-Expression auf den Astrozyten ver-
wendet werden. Um die T-Zellen auch ab Tag zwei noch weiter zur Proliferation anregen zu
konnen, miissen diese Faktoren dem Medium extra zugegeben werden. Dafiir wird dem Medi-
um Mediumiiberstand ConA-stimulierter Milzzellen von Méusen zugefiigt (TCGF-Medium).
Dieses Medium kann den T-Zellen an Tag zwei bis vier gegeben werden, allerdings nicht an
Tag fiinf. Sobald sich die T-Zellen vermehren, kénnen sie in grofiere Schalen (10 cm-& Zell-
kulturschalen) iiberfiithrt beziehungsweise verdiinnt werden. Dies ist frithestens an Tag zwei
der Fall. Allerdings sollten die Zellen immer gezéhlt werden und nicht in groBere Schalen
tiberfithrt werden, solange sie nicht eine bestimmte Zellzahl erreicht haben. Dies bedeutet,

dass sich mindestens 12 Mio. Blasten in einer 6 cm-@ Zellkulturschale befinden sollten, bevor
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diese in eine 10 cm-@ Zellkulturschale mit 10 ml Medium {iberfiihrt werden. T-Zellen in einer
10 cm-@ Zellkulturschale kénnen ab einer Dichte von 30 Mio. geteilt werden. Falls sich weni-
ger Zellen in einer Schale befinden, sie aber iiber Nacht eventuell zu dicht wachsen kénnten,
konnen auch Zellen von zwei auf drei Schalen verteilt werden. Bei einer guten Restimulation
teilen sich die T-Zellen alle sechs Stunden. An Tag drei tendieren die T-Zellen dazu aneinander
zu héngen. An Tag fiinf sollten die Zellen gar nicht mehr geteilt werden. In ihrem stabilsten
Zustand befinden sich die T-Zellen an Tag vier, weshalb dieser Tag gut dafiir geeignet ist,
einen Teil der T-Zellen einzufrieren. In der Regel wurden T-Zellen an Tag vier und an Tag
sechs eingefroren. Die T-Zellen, die nicht eingefroren wurden, konnten an Tag sieben fiir einen

neuen Restimulationszyklus verwendet werden.

3.2.6 Stimulation der primadren T-Zellen mit MBP-inkubierten Astrozyten

6+ 10° Astrozyten wurden in 10 ml Medium in einer Zellkulturschale (10 cm-@) ausgesiit und
iiber Nacht anwachsen gelassen. Am néchsten Morgen wurde das Medium von den Zellen
abgenommen und durch frisches Medium, das 25 % (v/v) Uberstand restimulierter T-Zellen
enthielt, ersetzt. Der Uberstand stammte von Toya-Zellen zwei Tage nach ihrer vierten Re-
stimulation. Er wurde unfiltriert oder filtriert (2 pm low binding Filter) eingesetzt. Die Astro-
zyten wurden zur Induktion der MHCII-Expression 48 Stunden mit diesem konditionierten
Medium im Brutschrank bei 37°C und 10 % CO, inkubiert.

Zwei Tage spater wurden die Astrozyten mit 1 ml 2mM EDTA in PBS pro Zellkulturschale
abgelost, in 9 ml TCM resuspendiert und in ein 50 ml-Reaktionsgefif {iberfithrt. Anschliefend
erfolgte eine y-Bestrahlung der Astrozyten in einer Anlage (LISA) mit einer offenen Caesium-
137 Quelle fiir 18 Minuten (2500 rad = 25 Gy; durchgefiihrt am Heinrich-Pette Institut von Dr.
A. Hermannstédter). Dies sollte eine weitere Proliferation der Zellen im Verlauf des Versuches
verhindern. Nach der Bestrahlung wurden die Astrozyten noch ein Mal mit TCM gewaschen,
um restliche Cytokine zu entfernen. Mit Hilfe einer Neubauer Zéhlkammer wurde die Zellzahl
bestimmt und mit TCM auf 1% 10 Zellen pro ml eingestellt. AnschlieBend wurde jeweils 1 ml
der Zellsuspension pro Vertiefung einer 24-Loch Zellkulturplatte ausgesét und die Astrozyten
zum Anwachsen fiir drei Stunden im Brutschrank bei 37°C und 10 % CO, inkubiert.

Nun erfolgte die Zugabe der Tygp-Zellen und des Antigens MBP. Die T-Zellen waren bereits
zwei Tage vorher aufgetaut worden. Zu diesem Zeitpunkt befanden sie sich an Tag vier ihres
Restimulationszyklus, das heifit, zum Zeitpunkt der Stimulation mit den Astrozyten befanden
sie sich an Tag sechs ihrer Restimulation und somit wieder im ruhenden Zustand. Zun#chst
wurde die Zellzahl der T-Zellen bestimmt und eine entsprechende Menge bei 300 g und 4 °C fiir
8 Minuten zentrifugiert. Die T-Zellen wurden in TCM mit 1 % Rattenserum (Restimulations-
medium) mit einer finalen Konzentration von 2, 5%10% Zellen pro ml aufgenommen. Aufierdem
wurde das Antigen MBP in einer Endkonzentration von 10 ug/ml zugegeben. Nun wurde das

Medium von den Astrozyten abgenommen und 1 ml der T-Zellsuspension, das heifit 250.000
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T-Zellen inklusive Antigen, zu den Astrozyten gegeben. Als Kontrolle wurden die T-Zellen
ohne das spezifische Antigen eingesetzt. Die Zellen wurden nun gemeinsam fiir 21 Stunden
im Brutschrank bei 37°C und 10 % CO,, inkubiert.

Schliefllich wurde das Medium von den Zellen abgenommen und in ein 1,5 ml-Eppendorf
Reaktionsgefi iiberfithrt. Die Uberstéinde wurden fiir 25 Minuten bei 555 g und 4°C zentri-
fugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand sofort abgenommen und in Volumina von 250 ul
aliquotiert. Die Uberstiinde wurden bis zur weiteren Verwendung fiir die Bestimmung der
IL-2-Konzentration (siehe 3.6) bei -80°C eingefroren.

3.2.7 Préparation primadrer Cardiomyozyten

Die Préparation der Maus wurde in der Regel von Elisabeth Kramer (Institut fiir Experimen-
telle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, UKE) durchgefiihrt, in einigen Fillen
auch von Dr. Rudolph und Bianca MattheB (Klinik und Poliklinik fiir Allgemeine und In-
terventionelle Kardiologie, UKE). Der Maus wurden etwa 100 ]l Heparin (20 Units) injiziert,
um die Bildung von Thromben wéahrend der Praparation zu verhindern. Nach fiinf bis zehn
Minuten wurde die Maus mit CO, betdubt und durch Genickbruch getotet. Die Maus wurde
auf dem Préparationsbrett festgeklebt und das Fell am Brustkorb mit Ethanol befeuchtet.
Das Fell inklusive des Brustbeins wurde angehoben und eingeschnitten. Das Fell inklusive
der Rippen wurde seitlich moglichst bis zum Ende aufgeschnitten und weggeklappt. Fett und
ausgelaufenes Blut wurden mit Wattestdbchen von dem Herz und den Gefédflen geschoben.
Nachdem die Aorta lokalisiert wurde, wurde eine spitze Pinzette unter die Aorta gefiithrt und
diese vorsichtig vom Untergewebe gelost. Die Aorta wurde mit einer stumpfen Pinzette fest-
gehalten und oberhalb durchgetrennt. Dabei sollte die Aorta zwei bis drei Millimeter lang
sein. Das Herz wurde nun von restlichem Gewebe abgeschnitten, wobei nah am Herzen gear-
beitet wurde, um Restgewebe zu vermeiden. Die Aorta wurde mit Hilfe von spitzen Pinzetten
geoffnet und iiber die Perfusionskaniile gezogen. Anschlieflend wurde die Aorta mit einem Fa-
den festgebunden und das Ventil getffnet, um zu iiberpriifen, ob das Herz perfundiert wird.
Das Herz sollte dabei anschwellen und durch das Ausbluten eine hellere Farbe annehmen.
Dann wurde der Faden bis auf kurze Enden abgeschnitten und das Herz mit der Kaniile an
die bereits laufende Perfusionsanlage (Langendorff-Apparat) gehingt. Dabei musste darauf
geachtet werden, dass keine Luftblasen in der Kaniile vorhanden sind. Die Perfusion wurde
auf eine Geschwindigkeit von 5,5, das entspricht 3,2 ml pro Minute, bei einer Temperatur von
37°C eingestellt. Das Herz wurde vier bis sechs Minuten mit dem Perfusionspuffer durchge-
spiilt. Dabei sollten die Koronararterien frei sein und die Vorhofe aufgebliht erscheinen. Dann
wurde die Anlage auf den Verdaupuffer umgestellt. Der Puffer benétigt etwa vier Minuten, bis
er durch die Anlage gelaufen ist und das Herz erreicht. Der Verdau erfolgte in der Regel fiir
acht, maximal aber neun Minuten. Dabei sollte das Herz eine opaleszente Farbe annehmen.

Waéhrend des Verdaus wurden 2,5ml des Verdaupuffers abgenommen und in einer Porzellan-
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schale vorgelegt. Nach dem Verdau wurde das Herz an der Kaniile unterhalb der Aorta und
der Vorhofe abgeschnitten, um lediglich die Ventrikel zu behalten. Das Herz wurde in dem
Verdaupuffer mit zwei spitzen Pinzetten, die umgekehrt gehalten wurden, zerkleinert und in
ein Reaktionsgefif} tiberfithrt. Dabei wurde eine Pipette mit grofem Durchmesser verwendet,
die vorher mit Puffer angefeuchtet worden war, um ein Anheften der Zellen an der Wand
der Pipette zu vermeiden. Die Schale wurde mit 2,5ml der Stopplosung 1 gespiilt und mit
den Herzzellen vereinigt. Nun wurden die Herzzellen gut resuspendiert. Anschlieffend wurden
die groben Herzreste absitzen gelassen und der Uberstand (U1) vorsichtig in ein neues Re-
aktionsgefifl pipettiert. Das Pellet wurde mit 5 ml Stopplosung 2 resuspendiert und erneut
wurden die groberen Stiicke absitzen gelassen (U2). In der Zwischenzeit wurde Ul bei einer
Umdrehung von 500rpm (Universal 16, Hettich, Tuttlingen) eine Minute bei Raumtempe-
ratur (RT) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5ml Stopplosung 2 resuspendiert und in eine
Zellkulturschale iiberfithrt. U2 wurde abgenommen und mit den Herzzellen in der Zellkul-
turschale vereinigt. Falls das Herz sich besonders leicht zerrupfen lief, was auf einen starken
Verdau hindeutete, wurde sofort nach dem Zerrupfen Stopplosung 1 zugegeben und die Schale
mit Stopplosung 2 gespiilt. SchlieBlich musste die Ca?T-Konzentration in der Losung langsam
erhoht werden. Dazu wurden drei Zugaben einer 10mM CaCl,-Losung (50, 50 und 100 pul)
und zwei Zugaben einer 100mM CaCl,-Losung (30 und 50 pl) durchgefithrt. Zwischen den
einzelnen Schritten wurde vier bis fiinf Minuten abgewartet. Bei der Zugabe wurde die Schale
leicht hin- und hergeschwenkt, aber nicht im Kreis bewegt, um ein Verklumpen der Zellen zu
vermeiden. Wiahrend der Aufarbeitung der Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
Proben entnommen und unter dem Mikroskop beobachtet, um die Qualitit der Zellen zu
beurteilen.

Nach der abgeschlossenen Priparation wurden die Cardiomyozyten bei 500rpm (Univer-
sal 16, Hettich, Tuttlingen) fiir eine Minute bei RT zentrifugiert, in 5ml Medium aufge-
nommen und ihre Zellzahl mit Hilfe der Neubauer Zihlkammer bestimmt. Dabei wurden nur
stabchenférmige Zellen gezihlt. Die Konzentration wurde auf 20.000 Cardiomyozten pro ml
eingestellt und je 300 ul der Zellsuspension pro Vertiefung eines mit Laminin-beschichteten
u-Slides 8 well ausgesét. Pro Kammer wurden zwei Vertiefungen belegt. Die Zellen wurden
wihrend des Messtages bei 2% CO, und 37°C im Brutschrank aufbewahrt. Die Beladung der
Zellen begann frithestens nach einer 30-mintitigen Inkubation im Brutschrank, um den Zellen

ausreichend Zeit fiir das Anheften auf der Lamininbeschichtung zu geben.

3.2.8 Kryokonservierung von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Astrozyten zunéchst wie bei der Passage (siehe 3.2.4) abgelost.
AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Neubauer Ziahlkammer ihre Zellzahl bestimmt. Die Zel-
len wurden bei 300g und 4°C fiir acht Minuten zentrifugiert und mit einer Konzentrati-

on von 15Mio. pro ml in 0°C kaltem Einfriermedium aufgenommen. Die Zellen wurden in
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Kryorohrchen aliquotiert und zunéichst fiir zwei Tage in einer Styroporbox bei -80°C gela-
gert, bevor sie langfristig in fliissigen Stickstoff {iberfithrt wurden. Zum Auftauen wurden
die Kryorohrchen in ein 37°C warmes Wasserbad gehalten. Dann wurde die Zellsuspension so
schnell wie moglich in das 10-fache Volumen an frischem Medium {iberfiihrt und bei 300 g und
4°C fiir acht Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und
der Zentrifugationsschritt wiederholt. Anschlieffend wurden die Zellen mit frischem Medium

in Kulturflaschen iiberfiihrt (2 Mio. pro 75 cm?) und im Brutschrank kultiviert.

Nach einer Restimulation wurden die T-Zellen in der Regel an Tag vier oder an Tag sechs ein-
gefroren. T-Zellen von Tag sechs sind nicht mehr so stabil wie die von Tag vier, weshalb meist
mehr Zellen beim Einfrieren und Auftauen sterben. Allerdings konnen diese T-Zellen schneller
fiir einen Versuch eingesetzt werden, da bei T-Zellen von Tag vier noch zwei Tage gewartet
werden muss. Die T-Zellen sollten nur eingefroren werden, wenn sie sich im ruhenden Zustand
befinden, das heifit, dass sie eine Reiskorn-férmige Gestalt mit einem Durchmesser von 8 bis
10 pm aufweisen. Die T-Zellen wurden aus der Zellkulturschale in ein 50 ml-Reaktionsgefifl
tiberfithrt und ab diesem Zeitpunkt auf Eis gehalten. Die Schale wurde mit kaltem TCM
nachgespiilt. Nach der Bestimmung der Zellzahl, wurden die T-Zellen bei 300 g und 4°C fiir
acht Minuten zentrifugiert und mit einer Konzentration von 20 Mio. pro ml in 0°C kaltem Ein-
friermedium aufgenommen. Die Zellen wurden in Kryordhrchen aliquotiert (etwa 30 Mio. in
1,5ml und 16 Mio. in 0,8 ml Kryordhrchen) und zunéchst fiir zwei Tage in einer Styroporbox
bei -80°C gelagert, bevor sie langfristig in fliissigen Stickstoff iiberfithrt wurden.

Zum Auftauen der T-Zellen wurde zunéchst die 10-fache Menge an TCM in einem 50ml-
Reaktionsgefifl vorgelegt. Das Kryorohrchen wurde dann in einem 37°C warmen Wasserbad
aufgetaut. Die Zellsuspension wurde tropfenweise, unter Drehen des Reaktionsgefidfies in das
TCM iiberfiithrt. Durch das im Einfriermedium vorhandene DMSO sinken die Zellen schnell
zu Boden. Wiirde man sie auf einmal {iberfithren, konnten einige Zellen durch die starke me-
chanische Beanspruchung sterben. AnschlieBend wurden die T-Zellen bei 300 g und 4°C fiir
acht Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 15 ml TCM inklusive 10 % Pferdeserum aufge-
nommen und resuspendiert. Es schloss sich ein erneuter Zentrifugationsschritt an. Schlieflich
wurden die T-Zellen in 10ml TCM inklusive 10 % (v/v) Pferdeserum aufgenommen, in ei-
ne 10 cm-@-Zellkulturschale iiberfithrt und im Brutschrank bei 37°C und 10 % CO,, gehalten.
Wenn Blasten aufgetaut werden, miissen diese so lange in Kultur gehalten werden, bis sie in
den ruhenden Zustand iibergegangen sind. Erst dann konnen sie fiir weitere Versuche ver-
wendet werden. Das bedeutet, dass Zellen, die an Tag vier eingefroren wurden, nach dem
Auftauen vor ihrer Verwendung zwei Tage in Kultur gehalten werden miissen. Zwischen Tag
vier und Tag fiinf sollten sich die Zellen ein bis zwei Mal teilen. Falls die Zellen nicht gut aus-
sehen, ist vermutlich ein Problem beim Einfrieren aufgetreten und es ist sehr wahrscheinlich,
dass alle Zellen bei der néchsten Restimulation sterben. Im ruhenden Zustand konnten die

T-Zellen fiir weitere Restimulationen oder fiir Ca?*-Messungen verwendet werden.
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3.2.9 Puffer und Lésungen

F10 Astrozyten und primdre T-Zellen

2mM EDTA in Ca?"/Mg?"-freiem PBS

Einfriermedium F10 Astrozyten: DMEM-Grundmedium mit Glutamin, ohne HEPES;
45% (v/v) FBS; 10% (v/v) DMSO

Einfriermedium T-Zellen: TCM; 50 % (v/v) Pferdeserum; 10 % (v/v) DMSO
Kulturmedium F10 Astrozyten: T-Zell-Medium (TCM); 10 % (v/v) FBS

1mg/ml MBP in ddH,O

PBS (Ca?*/Mg?*-frei): 140 mM NaCl; 3mM KCl; 8 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO,;
pH 7,4 (mit HCI)

Restimulationsmedium primére T-Zellen: DMEM-Grundmedium mit Glutamin, oh-
ne HEPES; 100 U/ml Penicillin, 10 ug/ml Streptomycin; 1% (v/v) Nicht-essentielle
Aminoséuren; 36mg/l Asparagin; 1mM Natrium-Pyruvat; 0,004%0 (v/v) [-
Mercaptoethanol; 1% (v/v) Rattenserum

TCGF-Medium (T cell growth factor) primére T-Zellen: DMEM-Grundmedium mit
Glutamin, ohne HEPES; 100 U/ml Penicillin, 10 ug/ml Streptomycin; 1% (v/v) Nicht-
essentielle Aminosiuren; 36 mg/l Asparagin; 1mM Natrium-Pyruvat; 0,004 %o (v/v)
p-Mercaptoethanol; 7,5% (v/v) Mediumiiberstand ConA-stimulierter Milzzellen von
Miéusen (sollte zwischen 5 und 10 % liegen); 10 % (v/v) Pferdeserum

T-Zell-Medium (TCM): DMEM-Grundmedium mit Glutamin ohne HEPES; 100 U/ml
Penicillin, 10 ug/ml Streptomycin; 1 % (v/v) Nicht-essentielle Aminoséuren; 36 mg/1 As-
paragin; 1 mM Natrium-Pyruvat; 0,004 %o (v/v) p-Mercaptoethanol

Trypsin/EDTA: 0,05% (w/v) Trypsin; 0,02% (w/v) EDTA in Ca?"/Mg?*-freiem PBS

Primdre Cardiomyozyten

10mM CacCl, - 2H,0 in ddH,0O

100 mM CaCl, -2H,0 in ddH,0

Heparin: 200 U/ml Liquemin N10000 (Roche, Mannheim)

Laminin: 0,01 mg/ml Laminin (Roche, Mannheim) in Ca?*/Mg?"-freiem PBS
Kulturmedium primére Cardiomyozyten: MEM-Grundmedium mit Hank’s und L-
Glutamin; 5% (v/v) NCS oder FCS; 10mM BDM (Butanedionmonoxim)

Liberase TM Research Grade (Stock) (Roche, Mannheim): nach den Herstellerangaben
gelost; 5mg/ml Collagenase; bei -20°C

Liberase Blendzyme 3 (Stock) (Roche, Mannheim): nach den Herstellerangaben gelost;
7mg/ml; 28 Collagenase Wiinsch Einheiten/ml; bei -20°C

Perfusionspuffer (Stock): 113mM NaCl; 4,7mM KCI; 0,6mM KH,PO,; 0,6 mM
Na,HPO, -2H,0; 1,2mM MgSO, - 7H,0; 12mM NaHCO4; 10 mM KHCO;; 10 mM HE-
PES (pH 7,46 mit NaOH); 30 mM Taurin; bei 4°C
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e Perfusionspuffer (frisch): 5,55 mM Glucose; 10mM BDM in Perfusionspuffer (Stock);
pH 7,46 (mit HCI)

e Stopplosung 1: 10% (v/v) NCS oder FCS; 12,5 uM CaCl,-2H,0 in Perfusionspuffer
(frisch)

e Stopplosung 2: 5% (v/v) NCS oder FCS; 12,5 uM CaCl,-2H,0 in Perfusionspuffer
(frisch)

e Verdaupuffer: 12,5 uM CaCl, - 2H,0O; 500 pul Liberase Blendzyme 3 (Stock) oder 300 pl
Liberase TM Research Grade (Stock) in 35ml Perfusionspuffer (frisch)

MBP, Rattenserum und der Mediumiiberstand ConA-stimulierter Milzzellen wurden freund-
licherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Fliigel (Universititsklinikum Gottingen) zur

Verfiigung gestellt.

3.2.10 Geriate

e (CO,-Inkubator (Heraeus, Hanau)

e Sterile Werkbank (BDK, Sonnenbiihl-Genkingen)

e Lichtmikroskop (Will, Wetzlar)

o Himozytometer mit Teilung nach Neubauer (Hellma, Miillheim)
e Zentrifuge Universal 16 (Hettich, Tuttlingen)

e Zentrifuge Varifuge 3.0R (Heraeus, Hanau)

3.3 Molekularbiologische Techniken

3.3.1 Praparation von Gesamt-RNA

Fiir die Analyse der Expression der RyR-Subtypen wurde RNA aus priméiren T-Zellen der
Ratte aufgereinigt. Die Aufreinigung wurde von Angelika Harneit (Institut fiir Biochemie und
Molekularbiologie I) mit dem RNeasy Mini Kit nach den Angaben des Herstellers Qiagen (Hil-
den) durchgefiihrt. Zur Priparation der Gesamt-RNA wurden 1 * 107 Zellen eingesetzt. Fiir
die Fragmentierung der genomischen DNA wurden QiaShredder-Saulchen (Qiagen, Hilden)
verwendet. Um eine Kontamination mit DNA zu verhindern, wurde zusétzlich zum Stan-
dardprotokoll des Herstellers wiahrend der RNA-Priaparation ein DNase-Verdau auf der Saule
durchgefiihrt. Die RNA wurde in RNase-freiem Wasser eluiert und bis zur Verwendung bei
—70°C gelagert. Die Konzentration der RNA-Priaparation wurde durch photometrische Be-
stimmung der Absorbtion bei 260 nm ermittelt. Eine ODogonm von 1 entspricht dabei einer
RNA-Konzentration von 40 ug/ml (Gallagher und Desjardins, 2006). Da das Absorbtionsver-
halten von Nukleinsduren vom pH-Wert abhéingt und Proteinkontaminationen bei alkalischem
pH-Wert leichter zu detektieren sind, wurden die Messungen in 10 mM Tris-Puffer bei einem
pH-Wert von 8,0 durchgefiihrt (Wilfinger et al., 1997).

Fiir die Analyse der Expression des Tpcl und des Tpc2 wurde RNA aus den Ventrikeln von
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Méusen aufgereinigt. Die Aufreinigung wurde von Elisabeth Kramer (Institut fiir Experimen-
telle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, UKE) mit dem SV Total RNA Isolation
System nach den Angaben des Herstellers Promega (Madison, USA) durchgefiihrt.

3.3.2 Synthese von cDNA

Fiir die Analyse der Expression des Tpcl und des Tpc2 wurde die aus Ventrikeln praparierte
RNA in ¢cDNA umgeschrieben. Die Synthese der cDNA wurde von Elisabeth Kramer (Institut
fiir Experimentelle und Klinische Pharmakologie, UKE) mit dem SuperScript™III First-Strand
Synthesis System nach den Angaben des Herstellers Invitrogen (Karlsruhe) durchgefiihrt.

3.3.3 One Tube RT-PCR

Das Titan One Tube RT-PCR~System (Roche, Mannheim) wurde verwendet, um die Expressi-
on der RyR-Subtypen in der Ratte auf RNA-Ebene zu iiberpriifen. Bei der One Tube RT-PCR
wird die RNA in einem Ansatz mit Hilfe der reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben

und die Zielsequenz anschliefend amplifiziert.

Reaktionsansitze fiir die RT-PCR:

Mix 1 Mix 2
0,2mM dNTPs 5ul  5x RT-PCR-Puffer
omM DTT 0,5pl  Enzym-Mix

5U RNAse Inhibitor
200ng RNA Template
ad 10,51  ddH,O ad 12,51  ddH,O

Fiir jede Probe:
10,5l Mix 1
12,5l Mix 2
0,4pmol/ul  sense Primer

0,4 pmol/ul  reverse antisense Primer

Die RT-PCR wurde im Thermocycler mit folgendem Temperaturprogramm durchgefiihrt:

Zyklen Dauer Temperatur Prozess

1 30 min 50°C Synthese des Erststranges
1 2min 94°C Initiale Denaturierung
30 10s 94°C Schmelzen
30s 55°C Annealing
1 min 68°C Elongation
1 7 min 68°C Finale Elongation

1 4°C Lagerung
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Als Kontrolle wurde der Mix 2 fiir zwei Minuten auf 94°C erhitzt, um die reverse Tran-
skriptase zu zerstéren. Da in dem One-Tube System ein Enzymmix verwendet wird, kann
keine Kontrolle ohne die reverse Transkriptase durchgefiihrt werden. Fiir den Nachweis des
RyR3 wurde zusétzlich eine Kontrolle ohne RNA Template mitgefithrt. Anschliefend wurde
eine nested PCR der Amplifikate durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung des RyR3 wurde das
Amplifikat aus der RT-PCR mit einer normalen PCR erneut amplifiziert.

3.3.4 PCR

Die PCR wurde in der vorliegenden Arbeit zum einen fiir die weitere Amplifikation der Pro-
dukte aus der RT-PCR, zum anderen zum Nachweis der Expression des Tpcl und des Tpc2
in ventrikuldren Cardiomyozyten eingesetzt. Fiir die Analyse der Expression von Tpcl und
Tpc2 lag bereits cDNA vor, die freundlicherweise von Elisabeth Kramer (Institut fiir Experi-
mentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, UKE) zur Verfiigung gestellt worden

war.

Reaktionsansatze fiir die RT-PCR:
0,2mM dNTPs

0,4pmol/ul  sense Primer
0,4pmol/ul  reverse antisense Primer
5ul  10x PCR-Puffer
25mM  MgCl,
1ul DNA Template
1U Taq DNA Polymerase
ad 50 ul  ddH,O

Die PCR wurde im Thermocycler mit folgendem Temperaturprogramm durchgefiihrt:

Zyklen Dauer Temperatur Prozess

1 * 94°C Initiale Denaturierung
30 30s 94°C Schmelzen
30s 55°C Annealing
1 min 72°C Elongation
1 7 min 72°C Finale Elongation
1 4°C Lagerung

x : 45 s bei einer nested PCR beziehungsweise weiteren Amplifikation der Produkte aus der
RT-PCR und 2 min bei der PCR fiir Tpcl und Tpc2.

Als Kontrolle wurde ddH,O anstelle des Templates eingesetzt. Die Produkte wurden anschlie-
Bend auf einem Agarosegel analysiert. Das Amplifikat fiir den RyR3 wurde fiir die anschlie-

Bende Sequenzierung aufgereinigt.
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3.3.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Das PCR-Produkt des RyR Subtyps3 wurde fiir die anschliefende Sequenzierung mit dem
High Pure PCR Product Purification Kit von Roche (Mannheim) nach den Angaben des
Herstellers aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit 50 ul Elutionspuffer. Die Konzentration des
PCR~Amplifikats wurde durch photometrische Bestimmung der Absorbtion bei 260 nm ermit-
telt. Eine ODggonm von 1 entspricht dabei einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml (Gallagher
und Desjardins, 2006). Um Verunreinigungen der Priparation mit Protein auszuschlieflen,
wurde zusétzlich die Absorption bei 280 nm bestimmt. Préparationen mit einem Verhéltnis
OD260nm/OD2gonm von 1,8 bis 2,0 wurden als sauber erachtet. Wie fiir die Bestimmung der
RNA-Konzentration wurden die Messungen in 10 mM Tris-Puffer bei einem pH-Wert von 8,0
durchgefiihrt.

3.3.6 Agarosegelelektrophorese

Zur Herstellung des Gels wurden 1,4 bis 1,6 % (w/v) Agarose (Seakem LE Agarose, Cambrex,
Rockland, USA) in 50ml 1x TAE-Puffer aufgekocht. Nach dem Abkiihlen auf ca. 50-60°C
wurde Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration von 0,1 ug/ml zugegeben und die Aga-
rose luftblasenfrei in einen vorbereiteten Geltrager mit Kamm gegossen. Nach dem Erstarren
der Agarose wurde das Gel in eine Gelkammer gesetzt und mit 1x TAE-Puffer iiberschichtet.
Nun konnte der Kamm vorsichtig herausgezogen werden. Die DNA-Proben wurden mit 6x
Ladepuffer versetzt und 12 ul Probe pro Geltasche aufgetragen. Fiir die richtige Zuordnung
der DNA-Molekiile wurde als DNA-Marker die Gene Ruler 100bp DNA Ladder von der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot) mitgefiihrt. Es wurden jeweils 3 ul des Markers pro Tasche aufge-
tragen. Der Lauf der Gele erfolgte bei einer Spanung von 100 Volt fiir etwa eine Stunde.

Schliellich konnten die Gele mit einem UV-Transilluminator bei 321 nm abgelichtet werden.

3.3.7 DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden bei der Firma MWG Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegeben.
Fiir die Sequenzierung von 300 bis 1000 Bp groflen, aufgereinigten PCR-Produkten wurde
das PCR-Produkt mit dem jeweiligen Primer in einem Mindestvolumen von 15 pl gemischt
und als Losung verschickt. Es wurden pro Sequenzierung 15 pmol des Primers eingesetzt. Die
Konzentration des PCR-Produktes betrug 16 ng/ul.

3.3.8 Primer

Die fiir die Primerauswahl verwendeten Sequenzen wurden der GenBank des NCBI entnom-
men (Benson et al., 2005). Geeignete Primer wurden mit dem Programm Primer3 ausgewéhlt
(Rozen und Skaletsky (2000), http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm). Dabei sollte der
GC-Gehalt moglichst zwischen 40 und 60 % und die Schmelztemperatur zwischen 57 und
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63°C liegen. Auflerdem sollten die Primer am 3-Ende ein G oder ein C aufweisen (GC-
clamp). Mit Hilfe der Datenbank Ensembl (http://www.ensembl.org) wurde iiberpriift, dass
die ausgewihlten Primer Exon-iiberspannend sind. Alle Primer wurden bei der Firma MWG
Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegeben. Die Primer wurden nach den Herstellerangaben in

Wasser (Aqua ad injectabilia, Braun, Melsungen) gelost (finale Konzentration: 100 pmol/ul)

und bei —20°C gelagert.

Subtyp-spezifische Primer fiir die RyR (Ratte)

Bezeichnung Sequenz (5'—3’) Beschreibung

MN1 CCA TCC TCA AGA GGA AGC TG | sense-Primer fiir RyR1

MN2 CAG CTC CGG AAC CTT CTA TG | reverse antisense-Primer fiir
RyR1

MN3 TCA TTG CGG TTC ACT ACG TC | sense-Primer fiir RyR2

MN4 GCC CAG TAA CTC GCT GAT TC | reverse antisense-Primer fiir
RyR2

MN7 TGG ACG GAG AAG AAG AGG AG | nested sense-Primer fiir RyR1

MNS8 TCA CCC CAG AAT TCT TCC AG | nested reverse antisense-
Primer fiir RyR1

MN9 ACG TCC TGG AGG AGA GTA GC | nested sense-Primer fiir RyR2

MN10 GCC CAT CAA ACT CCA ACT TC | nested reverse antisense-
Primer fiir RyR2

MN13 CGG GTC AGG AAT CCT ATG TG | sense-Primer fiir RyR3

MN14 TCC TCT TGC ATG ACG TTC AG | reverse antisense-Primer fiir
RyR3

MN15 AAA CCT GGG CTC ACA ACA AG | nested sense-Primer fiir RyR3

MN16 CAA TCA GGT GGA GTC CTT GG | nested reverse antisense-
Primer fiir RyR3

Subtyp-spezifische Primer fiir die TPCs (Maus)

Bezeichnung Sequenz (5'—3’) Beschreibung

MN17 ACT ATT CCT TCG CCA TCG TG | sense-Primer fiir TPC1

MN18 CGC TCC TCA CGA TAA AGC TC | reverse antisense-Primer fiir
TPC1

MN19 GTG CAG CCT ACG AAG TCC TC | sense-Primer fiir TPC2

MN20 ACG AGG TTC CCC AGG TAG TC | reverse antisense-Primer fiir
TPC2

3.3.9 Puffer und Lésungen

e 6x Ladepuffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot): 10 mM Tris-Cl1 pH 7,6; 0,03 % (v/v) Brom-
phenolblau, 0,03 % (v/v) Xylencyanol FF; 60 % (v/v) Glycerol; 60 mM EDTA
e TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat pH 8,5 (mit Eisessig); 1 mM EDTA
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3.3.10 Geriate

e Biophotometer (Eppendorf, Hamburg)

e  Gelelektrophoreseapparatur GNA-100 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
e PCR-Cycler Mastercycler Personal (Eppendorf, Hamburg)

o Netzteil Power-Pac 3000 (BioRad, Miinchen)

e UV-Transilluminator IL-350-M (A = 321nm) (Bachhofer, Reutlingen)

e Tischzentrifuge 5415 D (Eppendorf, Hamburg)

e Tischzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus, Hanau)

3.4 Methoden zur Expressions- und Funktionsanalyse von

eukaryotischen Zellen

3.4.1 Bestimmung der MHCII-Expression auf der Oberflache von Astrozyten
mittels Immunfluoreszenz

Fiir die Immunfluoreszenz wurde zunéchst eine ausreichende Menge an Deckglidschen (13 mm-
@, Stéarke 1, Marienfeld, Lauda-Konigshofen) hitzesterilisiert. Dafiir wurden die Deckglédschen
in eine Glas-Petrischale iiberfithrt, mit Alufloie umwickelt und fiir mehrere Stunden bei
180°C im Ofen erhitzt. Nach dem Abkiihlen der Deckglischen wurden 5 s 10* Astrozyten
pro Deckgléschen in 1 ml Medium in einer Vertiefung einer 24-Loch-Zellkulturplatte ausgesét
und iiber Nacht anwachsen gelassen.

Am néchsten Morgen wurde das alte Medium abgenommen und durch neues Medium, das
20% (v/v) eines Uberstandes restimulierter T-Zellen enthielt, ersetzt. Der Uberstand war zwei
Tage nach der Restimulation der T-Zellen entnommen und bei -80°C gelagert worden. Die
Astrozyten wurden nun fiir 48 Stunden mit diesem konditionierten Medium im Brutschrank
inkubiert bis die Analyse im Fluoreszenzmikroskop erfolgte. Unbehandelte Zellen erhielten
normales Medium.

Nach der Inkubation wurde das Medium von den Zellen abgenommen und die Zellen wurden
drei Mal mit 0,5 ml PBS inlusive 1 mM CaCl, und 0,5 mM MgCl, gewaschen. Ca " und Mg?**
sollen das Ablosen der Zellen wiahrend des Waschvorgangs verhindern. AnschlieBend wurden
die Zellen mit 0,5 ml Paraformaldehyd (4 % (w/v) PFA in PBS) fiir 20 Minuten fixiert. Die
Zellen wurden erneut drei Mal mit 0,5ml PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen fiir 30
Minuten mit 0,5ml Blockierpuffer (2% (w/v) BSA (Fraktion V) in PBS) bei RT auf dem
Schiittler inkubiert. Nun erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper fiir eine Stunde
auf Eis (finale Konzentration: 10 pg/ml in PBS + 2% (w/v) BSA). Dafiir wurde eine Glas-
Petrischale mit Parafilm ausgekleidet und 20 ] der Antikoérperlosung darauf pipettiert. Das
Deckgléschen liel man nun mit der Zellseite nach unten vorsichtig auf den Tropfen gleiten.
Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut drei Mal mit PBS gewaschen. Dazu wurden

drei Bechergléser mit PBS gefiillt, das Deckglidschen mit einer Pinzette gegriffen (Millipore,
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Billerica, USA) und untergetaucht in jeder PBS-Losung fiir etwa 30 Sekunden vorsichtig hin-
und herbewegt. Anschliefend erfolgte die Inkubation mit dem Zweitantikorper fiir 45 Minuten
auf Eis im Dunkeln (finale Konzentration: 13 pg/ml in PBS + 2% (w/v) BSA). Es wurden
erneut 20 ul pro Deckgldschen verwendet. Daran schlossen sich erneut drei Waschschritte
in PBS an. SchlieBlich erfolgte eine Anfarbung der Kerne mit DAPI (finale Konzentration:
1 pg/ml in ddH,O, Carl Roth GmbH, Karlsruhe). Auch hierfiir wurden wiederum 20 pl der
Verdiinnung auf Parafilm pipettiert und die Deckglédschen mit der Zellseite nach unten darauf
platziert. Die Zellen wurden fiir 30 Minuten bei RT mit DAPI inkubiert. Normalerweise geniigt
eine Inkubationszeit von héchstens 10 Minuten, diese wurde aber verldngert, da die Zellen
nicht permeabilisiert worden waren. Nach weiteren drei Waschschritten in PBS wurden zur
Konservierung der Deckglidschen etwa 10 ul Permafluor (Beckmann Coulter GmbH, Krefeld)
auf einen Objekttriger gegeben und das Deckglidschen mit den Zellen auf der Unterseite
vorsichtig auf den Tropfen gelegt. Die Deckglidschen wurden zun#chst einige Stunden bei RT
im Dunkeln getrocknet und dann bei 4°C aufbewahrt.

Die Aufnahmen der Astrozyten wurden am Fluoreszenzmikroskop DM IRE2 (Leica, Wetzlar)
bei 40- und 100-facher Vergroferung durchgefiithrt. Fiir die Kernfirbung mit DAPI wurde
folgender Filter verwendet: BS:400DCLP + EM:510/540 (Analysentechnik, Tiibingen). Die
Anregungswellenldnge betrug 372 nm und die Expositionszeit bei 40-facher Vergréfierung 2 ms
und bei 100-facher Vergroflerung 4 sowie 10ms. Fiir die Farbung der MHCII-Molekiile mit
einem FITC-gekoppelten Zweitantikorper wurde folgender Filter verwendet: BS:Q505LP +
EM:HQ527/30 (Analysentechnik, Tiibingen). Die Anregungswellenlinge betrug 488 nm und
die Expositionszeit bei 40-facher Vergréferung 50 ms und bei 100-facher Vergrolerung 100 ms.
Bei 100-facher Vergroflerung wurden mehrere Schichten in z-Ebene mit Hilfe eines Piezostep-
pers aufgenommen. Einzelheiten dazu sowie die verwendeten Einstellungen fiir die Dekonvo-

lution zur Entfernung des Streulichtes sind in der Abbildung 4.2 im Ergebnisteil angegeben.

3.4.2 Bestimmung der MHCII-Expression auf der Oberflache von Astrozyten
mittels Durchflusszytometrie

6% 10° Astrozyten wurden in 10 ml Medium pro Zellkulturschale (10 cm-@) ausgesiit und iiber
Nacht im Brutschrank anwachsen gelassen. Am néchsten Morgen wurde das alte Medium
abgenommen und durch neues Medium, das 20% (v/v) eines Uberstandes restimulierter T-
Zellen enthielt, ersetzt. Der Uberstand war zwei Tage nach der Restimulation der T-Zellen
entnommen und bei -80°C gelagert worden. Die Astrozyten wurden nun fiir 48 Stunden mit
diesem konditionierten Medium im Brutschrank inkubiert, bis die Analyse im Durchflusszy-
tometer erfolgte. Unbehandelte Zellen erhielten normales Medium.

Das Medium wurde von den Zellen abgenommen und die Zellen wurden mit 5 ml Ca 2" /Mg?*-
freiem PBS gewaschen. Um die Astrozyten moglichst schonend vom Untergrund zu trennen
und die Oberfliche nicht anzugreifen, wurde fiir die Ablosung lediglich 1 ml einer 2mM EDTA-
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Losung (in PBS) ohne Trypsin verwendet. Die Zellen wurden mit 2x 5 ml PBS abgeldst, in ein
13 ml-Réhrchen iiberfithrt und gut resuspendiert, da Astrozyten dazu tendieren, zu verklum-
pen. Die Zellen wurden fiir acht Minuten bei 300 g und 4 °C zentrifugiert und das Pellet in 4 ml
PBS aufgenommen. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden 3 % 10° Zellen pro Fiarbung
eingesetzt und fiir fiinf Minuten bei 555 g und 4 °C zentrifugiert. Die Farbung sollte moglichst
in FACS-Rohrchen erfolgen, da beobachtet wurde, dass in Eppendorf Reaktionsgefafien durch
die Zentrifugationsschritte ein grofler Teil der Zellen verloren geht. Es folgten zwei Wasch-
schritte mit 200 ul PBS + 3% (v/v) FBS. Die Pellets wurden in 200 ul Erstantikorper (finale
Konzentration: 10 ug/ml in PBS + 3% (v/v) FBS) aufgenommen und fiir eine Stunde auf Eis
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert und das Pellet jeweils zwei
Mal mit 200 ul PBS + 3% (v/v) FBS gewaschen. Anschlielend wurde das Pellet in 200 ul
Zweitantikorper (finale Konzentration: 13 ug/ml in PBS + 3% FBS) aufgenommen und fiir
45 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 200 ul PBS ohne
FBS. Die Zellpellets wurden jeweils in 200 1 PBS aufgenommen und im Durchflusszytometer
(FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert. Die Analyse wurde von Sabrina
Laing oder Dr. N. Schwarz am Institut fiir Immunologie des UKE durchgefiihrt. Erfolgte die
Analyse erst am néchsten Tag, wurden die Zellen mit 1% (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in
PBS fixiert und iiber Nacht bei 4°C gelagert. Pro Kondition wurden 10.000 Zellen analysiert.

3.4.3 Farbung der Lysosomen in Cardiomyozyten

Die Cardiomyozyten wurden wie im Methodenteil 3.5.4 und im Ergebnisteil 4.2.5 angege-
ben mit Bafilomycin Al (1 uM beziehungsweise 0,5uM final) oder DMSO (0,4% (v/v))
als Kontrolle inkubiert. Fiir die Farbung der Lysosomen wurde eine 1 mM Stocklésung von
LysoTracker® Red (Invitrogen, Karlsruhe) bis zu einer Endkonzentration von 75nM in Me-
dium verdiinnt und fiir 20 Minuten bei RT mit den Cardiomyozyten inkubiert. Wahrend
der Messung wurden die Zellen in IonOptix gehalten. Die Anregung erfolgte bei 575 nm mit
dem dichroischen Filter bsQ585LP und dem Emissionsfilter emHQ620/60 (Analysentechnik,
Tiibingen) bei einer Expositionszeit von 30 ms. Mit Hilfe des Piezosteppers wurden bei 100-
facher VergroBlerung 150 Bilder im Abstand von 200 nm in z-Richtung durch die Zelle aufge-
nommen. Die Bilder wurden anschlieend dekonvolviert. Die Einstellungen sind im Ergebnis-
teil in Abbildung 4.2.4 angegeben. Fiir die Bestimmung der Anzahl der Lysosomen pro Zelle
sowie der mittleren Fluoreszenzintensitdt wurden mit Hilfe der Software Openlab die mitt-
leren 80 Bilder iiber den Befehl "“merge RGB planes” in ein Bild zusammengefiigt, in 16-bit
Graustufen umgewandelt und als .raw-Datei abgespeichert. Diese Datei konnte mit dem Open
source Programm ImageJ 1.44a (http://rsb.info.nih.gov/ij/disclaimer.html) gedffnet werden.
Uber die Funktion “Analyze particles” wurden die Fluoreszenzintensitit der Zelle und die

Anzahl der Lysosomen bestimmt.
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3.4.4 Puffer und Lésungen

e 2mM EDTA in Ca?t/Mg?*-freiem PBS

e PBS (Ca?t/Mg?* -frei): 140 mM NaCl; 3mM KCl; 8mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO,;
pH 7,4 (mit HCI)

e PBS (mit Ca?" und Mg?"): 140mM NaCl; 3mM KCl; 8mM Na,HPO,; 1,5mM
KH,PO,; 1mM CaCl,; 0,5mM MgCl,; pH 7,4 (mit HCI)

3.4.5 Gerite

e Durchflusszytometer FACS Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg)

e Imaging System mit Openlab Software Version 3.5.2 und 4.0.2 (Improvision Systems,
Tiibingen), bestehend aus:
— Fluoreszenzmikroskop DM IRE2 mit Piezostepper (Leica, Wetzlar)
— Polychrom IV (TILL Photonics, Miinchen)
— CCD-Kamera mit Camera Controller ORCA C4742-95-12ER (Hamamatsu, Enfield)
— Computer Macintosh G4 (Apple)

e Ofen (Heraeus, Hanau)

3.5 Digitales Ca%*-Imaging

Die Einzelzellmessungen wurden an einem computergestiitzten, digitalen Ca?*-Imagingsystem
durchgefiihrt. Mit Hilfe eines Monochromators (Polychrom IV, TILL Photonics, Grifelfing),
der mit einer Xenon-Bogenlampe ausgestattet ist, wird monochromatisches Licht erzeugt, das
iiber einen Lichtleiter durch einen Kondensor in den Strahlengang eines inversen Fluoreszenz-
mikroskops (DM IRE2, Leica, Wetzlar) {ibertragen wird. Der Strahl passiert einen dichroi-
schen Filter und wird dann durch das Objektiv auf die Probe gelenkt. Das von der Probe
erzeugte Fluoreszenzlicht passiert ebenfalls das Objektiv und den dichroischen Filter und wird
iiber den seitlichen Ausgang des Mikroskops zur Kamera gelenkt. Weitere systemspezifische
Komponenten wie zum Beispiel Emissionsfilter sind in dem entsprechenden Methodenteil an-
gegeben. Die Digitalkamera mit CCD-Chip (C4742-95-12ER, Hamamatsu, Herrsching) war
in der Regel auf den 8-bit Modus (256 Graustufen) und ein Binning von zwei (T-Zellen)
beziehungsweise acht (Cardiomyozyten) eingestellt. Abweichende Einstellungen sind geson-
dert angegeben. Dies entsprach einer rdumlichen Auflésung von 640x512 (Binning 2) be-
ziehungsweise 168x126 (Binning 8) Bildpunkten. Die Messungen wurden computergestiitzt
durch einen Apple G4-Computer durchgefiithrt. Mit Hilfe der Software Openlab (Versionen
3.0.9 und 4.0.2, Improvision, Heidelberg) konnten der Monochromator, das Mikroskop, das
Filterrad fiir Emissionsfilter und die Kamera gesteuert werden. Zur Software gehorten soge-
nannte programmierbare Automatoren, mit denen alle notigen Variablen definiert und die

jeweils durchzufithrenden Aufgaben festgelegt werden konnten.
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3.5.1 Beschichtung der Messkammern - Antikorper und Protein

Fiir alle Beschichtungen wurden die Kammern der Firma ibidi (Martinsried) p-Slides 8 well
verwendet. Collagen IV und Poly-L-Lysin/Poly-D-Lysin beschichtete Platten wurden direkt
vom Hersteller bezogen. Abhéngig von der Beschichtung wurden hydrophobe oder Gewebe-

kultur behandelte Kammern eingesetzt.

e Hydrophob: Fibronektin, Antikorper
e  Gewebekultur behandelt: Poly-L-Lysin, Laminin

Die Auswahl der Beschichtung fiir das Zweizellsystem

Humanes Fibronektin (Stocklosung: 1mg/ml, Invitrogen, Karlsruhe) wurde mit ddH,O bis
zu einer finalen Konzentration von 50 pg/ml verdiinnt und je 300 ul pro Vertiefung eingesetzt.
Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Fibronektinlosung vorsichtig in die Vertiefung
pipettiert wurde, so dass sich der Fliissigkeitsfilm langsam von einer Seite der Vertiefung
zur anderen ausbreiten konnte, um eine gleichméflige Beschichtung zu gewéhrleisten. Die
Kammern wurden zwei bis drei Stunden bei RT mit der Fibronektinlésung inkubiert, dann
wurde diese abgenommen und die Kammern unter der sterilen Werkbank trocknen gelassen.
Fiir eine Beschichtung mit Poly-L-Lysin wurden die im Ergebnisteil 4.1.1 angegebenen Mo-
lekulargewichte und Konzentrationen verwendet. Die Verdiinnungen wurden in ddH,O ange-
setzt und die Kammern eine Stunde bei RT mit 300 ul der Losung inkubiert. AnschlieBend
wurde die Lésung abgenommen und die Kammern unter der sterilen Werkbank trocknen

gelassen.

Beschichtung fiir die Stimulation mit Antikérpern gegen CD3 und CD28

a-CD3 und a-CD28 wurden bis zu einer Endkonzentration von 5pug/ml in Coating Buf-
fer verdiinnt. Pro Vertiefung wurden 300 ul der Antikérperlosung eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte iiber Nacht bei 4°C. Am folgenden Tag wurde die Losung abgenommen und die
Vertiefungen wurden ein Mal mit 300 ul Ca?t/Mg?*-freiem PBS und zwei Mal mit Ca?*-
Messpuffer gewaschen. Anschliefend wurden die Vertiefungen bis zum Start der Messung in
300 pl Ca*-Messpuffer gehalten.

Beschichtung fiir das Zweizellsystem

Wie im Ergebnisteil 4.1.1 beschrieben wurde Fibronektin als Beschichtung fiir die Versuche
im Zweizellsystem verwendet. Die Beschichtung erfolgte wie oben angegeben. Nach neuen
Herstellerangaben sollte auch eine Konzentration von 11 pg/ml Fibronektin in Ca?*/Mg?+-

freiem PBS ausreichen.
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Beschichtung fiir die Cardiomyozyten

Fiir die Cardiomyozyten wurde Laminin bis zu einer Endkonzentration von 0,01 mg/ml in
Ca?* /Mg?"-freiem PBS verdiinnt. 200 ul der Verdiinnung wurden pro Vertiefung eingesetzt.
Die Kammern wurden vor der Praparation der Cardiomyozyten vorbereitet und bis zur fer-
tigen Préparation der Zellen im Brutschrank bei 37°C und 2% CO, inkubiert. Wurde die
Praparation nicht selbst vorgenommen, wurden die Kammern mindestens zwei Stunden mit
Laminin inkubiert. Anschliefend wurde die Lamininlésung abgenommen und die Kammern

unter der sterilen Werkbank trocknen gelassen.

3.5.2 Beladung der Zellen mit Ca’*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen

Fiir die Beladung der Zellen mit den Ca?*-sensitiven, ratiometrischen Fluoreszenzfarbstoffen
Fura-2, FuraRed und Indo-1 wurden die membrandurchgéngigen Acetoxymethylester (AM)
verwendet, um eine Aufnahme in die Zelle zu gewéhrleisten. Innerhalb der Zelle werden die
Estergruppen durch zelleigene, unspezifische Esterasen abgespalten, wodurch eine Anreiche-
rung des Farbstoffs im Cytosol ermdglicht wird und der Farbstoff sensitiv fiir Ca?" wird.
Fura-2 und Fura Red zeigen eine Verschiebung in ihrer Excitationswellenlinge bei der Ca?*-
Bindung von 380 nm zu 340 nm beziechungsweise von 480 nm zu 420 nm, bei Indo-1 verschiebt

sich hingegen das Emissionsmaximum von 485 nm zu 405 nm (3.1).

Fura-2 Fura Red Indo-1

Fluorescence excitation
Fluorescence emission
Absorption
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Abbildung 3.1: Spektren fiir die Fluoreszenzfarbstoffe Fura-2, Fura Red und Indo-1. Es
sind jeweils Spektren der Ca?*-gesiittigten (A) und der Ca?*-freien Form (B) der Fluoreszenzfarbstoffe
bei einem pH von 7,2 dargestellt. Das Excitationsspektrum von Fura-2 wurde bei einer Emissionswel-
lenléinge von 510nm und das Emissionsspektrum bei einer Anregungswellenléinge von 340 nm aufge-
nommen. Fiir FuraRed und Indo-1 ist jeweils das Absorptionsspektrum und das Emissionsspektrum
abgebildet. Das Emissionsspektrum fiir Fura Red wurde bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm
und das Emissionsspektrum fiir Indo-1 bei einer Anregungswellenléinge von 338 nm aufgenommen. Die
Spektren sind der Internetseite der Firma Invitrogen entnommen (Karlsruhe, www.invitrogen.com).

Fiir die Beladung der T-Zellen wurden in der Regel 2 bis 5 Mio. Zellen eingesetzt. Nach der
Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes erfolgten alle Schritte im Dunkeln. Die T-Zellen wurden in
500 ul RPMI-Komplettmedium mit 12 uM Fura-2 AM und 2mM Probenicid aufgenommen

und fiir 15 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Es wurden 2ml vorgewérmtes Me-
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dium zugegeben und die Zellen weitere 15 Minuten bei 37°C gehalten. Anschlieflend wurden
die Zellen bei RT und 300 g fiir 8 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2,5ml Ca?*-
Messpuffer resuspendiert und die Zellen erneut zentrifugiert. Anschliefend wurden die Zellen
mit einer Konzentration von 4 % 106 Zellen pro ml in Ca?"-Messpuffer aufgenommen und bis

zum Beginn der Messung in einem Wasserbad bei 12 bis 15°C gehalten.

Fiir die parallelen Imagingversuche von T-Zellen und Astrozyten wurden auch die Astrozyten
mit einem Fluoreszenzfarbstoff beladen. Fiir die Astrozyten wurde Fura Red verwendet. Die
Beladung erfolgte direkt vor der Messung, nachdem die MHCII-Expression auf den Astro-
zyten bereits induziert worden war und die Astrozyten mit MBP inkubiert worden waren.
Es wurden vier Vertiefungen eines u-Slides 8 well parallel beladen. Dazu wurde Medium mit
4 uM FuraRed AM und 2mM Probenicid angesetzt und je 300 ul pro Vertiefung pipettiert.
Die Astrozyten wurden fiir 30 Minuten im Brutschrank bei 37°C und 10% CO, mit dem
Farbstoff inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen und durch 300 pl Ca?*-
Messpuffer ersetzt. Die Zellen standen nun fiir 20 Minuten, um die Deesterifizierung des
Farbstoffs zu ermoglichen. Wahrend dieser Zeit wurde noch einmal der Puffer ausgetauscht.
Direkt vor dem Start der Messung wurde der Puffer der Zellen erneut gewechselt. Die iibrigen

drei Vertiefungen blieben bis zu ihrer Messung in Ca?-Messpuffer.

Die ventrikuldren Cardiomyozyten wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Indo-1 AM beladen,
nachdem sie in Laminin-beschichtete p-Slides 8 well ausgesidt worden waren. Im Allgemeinen
erfolgte die Beladung in 250 ul Medium pro Vertiefung mit einer Indo-1 AM-Konzentration
von 4 yM fiir 45 Minuten bei RT. Anschlieflend wurde das Medium gegen 300 ul TonOptix
ausgetauscht. Darin wurden die Zellen weitere 20 Minuten inkubiert. Wahrend dieser Inku-
bationszeit und direkt vor der Messung wurde der Puffer gegen frisches lonOptix ausgetauscht.
Da die Cardiomyozyten fiir die Inkubation mit BZ194 im Brutschrank gehalten werden mus-
sten, erfolgte in diesem Fall eine 30-miniitige Beladung bei 2 % CO, und 37°C. Anschlieend
wurden die Zellen mit BZ194 inkubiert (siehe 3.5.4).

3.5.3 Digitales Ca’*-Imaging der T-Zellen
Vorbereitung fiir das Zweizellsystem

An Tag null wurden abends 7 * 10° Astrozyten in einer 10 cm-@ Zellkulturschale ausgesét.
Am néchsten Morgen wurde das Medium gegen konditioniertes Medium, das 20 % (v/v) ei-
nes Uberstandes restimulierter T-Zellen enthielt, ausgetauscht. Dabei ist wichtig, dass der
Uberstand von T-Zellen entnommen wurde, die eine andere Spezifitit aufweisen als die in
dem geplanten Versuch verwendeten T-Zellen, da es sonst eventuell zu Kreuzkontaminatio-
nen mit dem Antigen kommen kénnte. Der Uberstand OVA-spezifischer, restimulierter T-

Zellen fiir die Imagingexperimente von MBP-spezifischen T-Zellen wurde freundlicherweise
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von der Arbeitsgruppe von Prof. Fliigel (Universitdtsklinikum Gottingen) zur Verfiigung ge-
stellt. Alternativ wurden an Tag eins morgens 10 * 10° Astrozyten ausgesiit und eine Stunde
anwachsen gelassen, bevor das konditionierte Medium zugegeben wurde. Fiir eine optimale
Induktion der MHCII-Expression auf der Oberfliaiiche der Astrozyten mussten diese 48 Stun-
den mit dem Medium inkubiert werden. Fiir die Messungen wurden die Astrozyten an Tag
zwei abends in Vertiefungen der p-Slides 8 well umgesetzt. Dafiir wurde das Medium von
den Zellen abgenommen und die Zellen wurden mit 5ml Ca?* /Mg?*-freiem PBS gewaschen.
Um die Astrozyten moglichst schonend vom Untergrund zu trennen und die Oberfliche nicht
anzugreifen, wurde fiir die Ablésung lediglich 1 ml einer 2mM EDTA-Lésung (in PBS) ohne
Trypsin verwendet. Die Zellen wurden mit 2x 5ml Medium abgel6st, in ein 50 ml-Réhrchen
iiberfithrt und gut resuspendiert. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden die Astrozyten
bei 300 g und 4°C fiir acht Minuten zentrifugiert. Anschlieflend wurden sie mit einer Endkon-
zentration von 2105 Zellen pro ml in Medium, dem 20 % (v/v) frischer T-Zelliiberstand (von
Tag eins bei 4°C aufbewahrt) zugesetzt wurde, aufgenommen. Je 300 pl der Zellsuspension
wurden in Fibronektin-beschichtete u-Slides 8§ well pipettiert. Dabei wurden je vier der acht
Vertiefungen dieser Kammern belegt. Am néchsten Morgen (Tag drei) wurde den Astrozy-
ten der ersten Kammer das spezifische Antigen MBP in einer Konzentration von 10 pug/ml
zugegeben und die Astrozyten zwei Stunden mit dem Antigen im Brutschrank inkubiert. Als
Kontrolle erhielten die Astrozyten kein Antigen. Wihrend dieser Zeit wurden die T-Zellen
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 beladen. Fiir jeden Versuchstag wurden neue T-Zellen
aufgetaut. Die T-Zellen mussten sich fiir den Versuch im ruhenden Zustand befinden. Wenn
die T-Zellen an Tag vier ihrer Restimulation eingefroren worden waren, wurden sie an Tag
eins des Versuches aufgetaut; wurden sie an Tag sechs eingefroren, wurden sie an Tag zwei
des Versuches aufgetaut. In der Regel wurden pro Versuchstag zwei Beladungen der T-Zellen
mit Fura-2 AM durchgefiihrt.

Direkt vor der Messung wurden die Astrozyten zwei Mal mit 300 1 Ca?"-Messpuffer gewa-
schen und fiir die Messung ebenfalls in 300zl Ca?T-Messpuffer gehalten. Die drei iibrigen
Vertiefungen der Kammern mit Astrozyten wurden bis zu ihrer Messung in Medium +/-
MBP gehalten.

Falls die T-Zellen mit BZ194 vorinkubiert werden sollten, wurden die aufgetauten T-Zellen an
Tag zwei des Versuches nachmittags zentrifugiert und in 5 ml TCM ohne Serum aufgenommen.
Die Zellsuspension wurde auf zwei 6 cm-@ Zellkulturschalen verteilt und entweder mit BZ194
oder mit DMSO als Kontrolle inkubiert. Dafiir wurde eine 400 mM Stocklésung an BZ194
in DMSO angesetzt und je 12,5 ul dieser Stocklosung auf 2,5 ml T-Zellsuspension gegeben
(Endkonzentration: 2mM BZ194). Nach zweistiindiger Inkubation im Brutschrank wurde
dem Medium Pferdeserum bis zu einem Volumenanteil von 10 % (v/v) zugefiigt. AnschlieBend
wurden die T-Zellen weiter mit BZ194 iiber Nacht inkubiert bis zu ihrer Beladung am néchsten

Tag. BZ194 wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Potter im Department
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of Pharmacy and Pharmacology der Universitdt von Bath synthetisiert.

In dem Fall, dass auch das Ca?*-Signal in den Astrozyten gemessen werden sollte, mussten
diese ebenfalls mit einem Fluoreszenzfarbstoff beladen werden. Die Beladung mit Fura Red er-
folgte erst, nachdem die Astrozyten am Versuchstag mit dem Antigen MBP inkubiert worden

waren. Wihrend der Beladung war das Antigen nicht mehr im Medium vorhanden.

Messung

Die Messung wurde bei 40-facher Vergréflerung und einem Binning von zwei durchgefiihrt. Es
wurde der dichroische Filter bs400DCLP mit dem Emissionsfilter em510/40 verwendet (Ana-
lysentechnik, Tiibingen). Zunichst wurde im Durchlicht die Zellschicht mit den Astrozyten
fokussiert und ein geeignetes Zellfeld ausgewédhlt. Dann wurden etwa 80.000 T-Zellen zu den

Astrozyten gegeben und sofort der Messautomator gestartet (siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Messautomator fiir das Ca2T-Imaging im Zweizellsystem.

Dieser Automator bestand aus zwei Schleifen. Zunéichst wurde ein Durchlichtbild erstellt,
anschlieend wurden in einer zweiten Schleife ein Fluoreszenzbild bei 340 nm und eins bei
380 nm aufgenommen. Aus den Fluoreszenzbildern wurde sofort ein Ratiobild errechnet, so
dass der Verlauf des Ca?*-Signals in den T-Zellen live mitverfolgt werden konnte. Die Schlei-
fe fiir die Fluoreszenzbilder wurde zehn Mal durchlaufen, bevor wieder ein Durchlichtbild

aufgenommen wurde. Zwischen den Fluoreszenzbildern wurde eine zeitliche Verzégerung von
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neun Sekunden eingebaut. Durch die Aufnahme von Durchlichtbildern konnte die Interaktion
zwischen den T-Zellen und den Astrozyten verfolgt werden.

Falls auch das Ca?*-Signal der Astrozyten verfolgt werden sollte, wurden in der Schleife fiir
die Fluoreszenzbilder zusétzlich noch ein Fluoreszenzbild bei einer Anregung von 420 nm und
eins bei 480 nm aufgenommen und ebenfalls das Ratio gebildet. Als dichroischer Filter wurde
der Strahlenteiler 495DCXRUV (Analysentechnik, Tiibingen) verwendet. Die Emissionsfilter
wurden in das, iiber Openlab zu steuernde Filterrad (Prior Scientific GmbH, Jena) eingesetzt
und konnten so fiir die Messung der T-Zellen mit Fura-2 oder der Astrozyten mit Fura Red
angewihlt werden. Fiir Fura-2 wurde der Filter BrightLine HC520/35 und fiir Fura Red der
Filter BrightLine HC655/40 (ebenfalls von Analysentechnik, Heidelberg) verwendet. In der
Abbildung 3.3 ist eine vorbereitende, parallele Messung der beiden Zelltypen dargestellt.
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Abbildung 3.3: Paralleles Imaging von T-Zellen und Astrozyten. Astrozyten wurden mit Fu-
raRed AM und T-Zellen mit Fura-2 AM beladen. Die T-Zellen wurden zu den Astrozyten gegeben
und die Ca?"-Signale beider Zelltypen parallel in der Zellsuspension gemessen. Es ist das mittlere
Verhiltnis der Fluoreszenzintensitéten bei einer Anregung von 340nm zu 380 nm (T-Zellen) bezie-
hungsweise 420nm zu 480nm (Astrozyten) dargestellt. Im linken Teil der Abbildung erfolgte eine
Stimulation mit aCD3 (40 pg/ml) mit anschlieBender Quervernetzung (10 ug/ml aMaus-IgM) als Po-
sitivkontrolle fiir die T-Zellen und im rechten Teil der Abbildung eine Stimulation mit ATP (100 M)
als Positivkontrolle fiir die Astrozyten. Die Verldufe der Einzelzellen sind in grau, die des Mittelwertes
in schwarz abgebildet.
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In diesem Fall war die MHCII-Expression auf den Astrozyten nicht induziert worden und es
war auch kein MBP zugegeben worden. Es konnte beobachtet werden, dass unter Verwen-
dung der angegebenen Filter mit unserem Messsystem ein ATP-induziertes Ca?*-Signal der
Astrozyten beziehungsweise ein anti-CD3 induziertes Ca?*-Signal in den T-Zellen beobachtet
werden konnte.

Das Ca?*-Imaging der T-Zellen auf unterschiedlichen Beschichtungen oder nach der Stimu-

lation mit anti-CD3/anti-CD28 erfolgte mit derselben Messanordnung.

Datenauswertung

Nach dem Abschluss der Messung wurden die Ratiobilder erneut berechnet. Da der Fluo-
reszenzfarbstoff Fura-2 wéhrend der Messung ausbleicht, muss der Schwellenwert fiir die
Lichtintensitét nachtréglich angepasst werden. Lichtintensitdten unterhalb eines gewihlten
Schwellenwertes werden als Hintergrundrauschen gewertet und von dem Programm Open-
lab als schwarze Bildpunkte wiedergegeben. Die Anfangs- und Endwerte der Schwellenwerte
wurden so gew#hlt, dass das Ratiobild der Zelle nahezu deckungsgleich mit dem Durchlicht-
bild der Zelle war. Anschlieflend wurden die neu erstellten Ratiobilder median gefiltert (3x3).
Mit Hilfe dieses nicht linearen Rangordnungsfilters konnen Extremwerte in der Bildpunktver-
teilung eines Ratiobildes herausgefiltert und das Rauschen minimiert werden. Dabei werden
die Bildpunkte zunichst nach ihrer Grofle sortiert. Anschliefend wird der Ratiowert eines
Bildpunktes durch den Median aller Ratiowerte der Umgebungsbildpunkte ersetzt.

Zur Quantifizierung der Ratiobilder wurden sogenannte Regions of interest (ROIs) um die zu
analysierende Zelle gelegt. Fiir jede ROI wurde ein mittlerer Ratiowert pro Ratiobild ausgege-
ben. Zur Berechnung der absoluten Ca ?*-Konzentration aus den dimensionslosen Ratiowerten

wurde folgende Formel verwendet (Grynkiewicz et al., 1985):
(Ca2) = Ky (g ) (32)
i A\ Rmac—R ) \ Sp2
K4 : Dissoziationskonstante von Fura-2
R,in : Ratiowert in Abwesenheit von Ca?t
Rz @ Ratiowert bei Ca2+—Séttigung

S¢o : Fluoreszenzintensitét bei 380 nm in der Abwesenheit von Ca?t

Syy : Fluoreszenzintensitiit bei 380 nm bei Ca?T-Sittigung

Die Dissoziationskonstante von Fura-2 betréigt 224 nM (Takahashi et al., 1999). Fiir die Be-
stimmung des Ratiowertes in Abwesenheit von Ca?" sowie bei Sittigung mit Ca?" musste
eine Kalibration durchgefiihrt werden. Um den maximalen Ratiowert zu bestimmen, wurden
mit Fura-2 beladene T-Zellen mit dem Ca?"-Tonophor Ionomyecin inkubiert (finale Konzentra-
tion: 2,3 uM fiir zwei bis maximal zehn Minuten). Durch dieses Kanal-bildende Ionophor wird

die Zelle und damit Fura-2 mit Ca?" gesittigt. Den minimalen Ratiowert erhélt man durch
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die Komplexierung des Ca?* mit EGTA. Nach der Gabe von EGTA wurde zusitzlich noch
Tonomycin gegeben, um sicherzugehen, dass jegliches Ca?" gebunden ist (EGTA: 4 mM final
(Stock: 200mM mit pH 7,4); nach fiinfminiitiger Inkubation Gabe von Ionomycin: 4,8 uM
final; Messung nach weiterer fiinfminiitiger Inkubation). Die Messung der T-Zellen erfolg-
te wie oben beschrieben. Dabei wurde darauf geachtet, dass vergleichbare Belichtungszeiten
verwendet wurden. Zudem ist es notwendig, dass die Belichtungszeit fiir die Messung zur Be-
stimmung des minimalen und des maximalen Ratiowertes iibereinstimmen. Pro Kalibration
wurden etwa 30 Zellen ausgewertet. Eine Kalibration der T-Zellen wurde in regelméfligen
Abstédnden durchgefiihrt.

Bestimmung des Formindexes und der Motilitat

Fiir die Bestimmung des Formindexes und der Motilitdt wurden die Ratiobilder der Imaging-
daten eingesetzt. Zunéchst wurden die Bilder mit der Software Openlab fiir die weitere Bear-
beitung in dem Open source Programm ImageJ 1.44a (http://rsb.info.nih.gov/ij/disclaimer.
html) vorbereitet. Die zu untersuchende Zelle wurde ausgewihlt und das Bild auf den Be-
reich der Zelle zugeschnitten (Crop ROI). AnschlieBend wurde das Bild median gefiltert (6x6).
Um aus den farbkodierten Bildern Schwarzweifibilder zu erstellen, wurde die Density slice-
Funktion von Openlab angewendet. Im HSI-Modus wurde die Sattigung auf 0 bis 225 und
die Intensitéit auf 0 bis 254 eingestellt. Nach einer anschlieflenden Invertierung der Bilder er-
hielt man fiir jedes Ratiobild ein Schwarzweifibild. Die Bilder wurden als Quick Time Mowie
gespeichert und iiber die Funktion Using quick time in ImageJ importiert. Fiir die Analy-
se mussten die Bilder in 8-bit umgewandelt werden. Anschlielend konnte iiber die Funktion
" Analyze particles” die Zirkularitdt und der Schwerpunkt der Zelle fiir jedes Bild bestimmt
werden. Der Kehrwert der Zirkularitdt ergibt den Formindex. Der Formindex ist definiert
als: u2/4nA. Dabei steht u fiir den Umfang und A fiir die Fliche der planaren Projektion
der Zelle. Uber den Schwerpunkt der Zelle konnte mit Hilfe des Satzes von Pythagoras die
Strecke, die eine Zelle zwischen zwei Bildern zuriickgelegt hatte, in Bildpunkten bestimmt
werden. Mit Hilfe einer Kalibration konnte die Strecke in pm angegeben werden und mit dem

Zeitabstand zwischen den Bildern, die Geschwindigkeit der Zelle berechnet werden.

3.5.4 Digitales Ca’"-Imaging der Cardiomyozyten
Vorinkubation der Cardiomyozyten

Falls nach der Beladung der Cardiomyozten mit Indo-1 AM eine Inkubation mit Inhibitoren
etc. erfolgte, ist das im Ergebnisteil angegeben.

Fiir Isoprenalin (Sigma-Aldrich, Miinchen) wurde eine 800 nM Stocklosung in TonOptix an-
gesetzt. 100 ul dieser Stocklosung wurden direkt vor der Messung zu 300 ul IonOptix auf die

Zellen gegeben und fiinf Minuten bei RT inkubiert. In einer Vertiefung, die mit Isoprenalin
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behandelt worden war, wurden Messungen fiir maximal 15 Minuten durchgefiihrt.

BZ194 wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Potter im Department of
Pharmacy and Pharmacology der Universitdt von Bath synthetisiert. Fiir eine Inkubation
mit BZ194 wurden die Zellen nach der Beladung zunéchst ein Mal mit IonOptix, das BDM
enthielt, gewaschen. Anschliefend wurden 0,63 ul einer 400 mM beziehungsweise einer 200 mM
Stocklosung von BZ194 in DMSO zu 250 pl ITonOptix inklusive BDM gegeben und auf die Zel-
len pipettiert. Das ergab eine finale BZ194-Konzentration von 1 mM beziehungsweise 0,5 mM.
Als Kontrolle wurde 0,25 % (v/v) DMSO eingesetzt. Die Zellen wurden nun fiir eine Stunde
bei 37°C und 2 % CO, mit BZ194 inkubiert. Anschliefend wurde jede der zwei Vertiefungen
noch zwei Mal mit IonOptix, das kein BDM enthielt, gewaschen. Dabei wurde die erste, zu
messende Vertiefung der Kammer sofort zwei Mal gewaschen. Die zweite, zu messende Vertie-
fung wurde erst ein Mal und dann direkt vor ihrer Messung ein zweites Mal gewaschen. Dies
bedeutete, dass wihrend der Messung kein BZ194 mehr in der Losung war. Fiir die zweite
Vertiefung galt das auch fiir die halbe Stunde vor der Messung. Deshalb wurde grundsétzlich
darauf geachtet, dass Vertiefungen die mit BZ194 inkubiert worden waren, immer abwech-
selnd als erstes oder zweites gemessen wurden. Dies wurde auch bei den weiteren Inkubationen
beriicksichtigt.

8-pCPT (Biolog, Bremen) wurde 10mM in ddH,O gel6st und 1:1000 in IonOptix fiir die
Messung verdiinnt. Es erfolgte eine Inkubation fiir fiinf Minuten bei RT. Die Substanz blieb
wéahrend der Messung auf den Zellen. Wie bei Isoprenalin wurden in einer Vertiefung, die
mit 8-pCPT behandelt worden war, Messungen fiir maximal 15 Minuten durchgefiihrt. 6-
Bnz-cAMP (Biolog, Bremen) wurde 150 mM in ddH,O gel6st und 1:500 in IonOptix fiir die
Messung verdiinnt. Die Zellen wurden wihrend der Waschschritte nach der Beladung mit
Indo-1 AM mit 6-Bnz-cAMP bei RT inkubiert, das heiffit mindestens 20 Minuten. Falls die
Vertiefung, die mit 6-Bnz-cAMP behandelt wurde, als zweites gemessen wurde, war die Inku-
bation dementsprechend ldnger, aber maximal 40 Minuten. Auch 6-Bnz-cAMP blieb wihrend
der Messung auf den Zellen.

KN-92 wurde sowohl von Sigma-Aldrich (Miinchen) bezogen, als auch freundlicherweise von
Prof. Maier (Universitit Gottingen) zur Verfiigung gestellt. KN-92 und KN-93 (Sigma-Aldrich,
Miinchen) wurden jeweils 1mM in DMSO gelost. Es wurden Verdiinnungen mit einer fina-
len Konzentration von 1 mM KN-92 oder KN-93 in IonOptix angesetzt. Als Kontrolle wurde
eine 0,1 % (v/v) Losung von DMSO in IonOptix verwendet. Die Zellen wurden wihrend der
Waschschritte nach der Beladung mit Indo-1 AM mit KN-92 oder KN-93 inkubiert, das heifit
mindestens 20 Minuten. Falls die Vertiefung, die mit KN-92/KN-93 behandelt wurde, als zwei-
tes gemessen wurde, war die Inkubation dementsprechend ldnger, aber maximal 40 Minuten.
Auch KN-92/KN-93 blieben wihrend der Messung auf den Zellen.

Das Autocamtide 2-related inhibitory peptide (AIP) (membrangingig, Calbiochem, Darm-

stadt) wurde mit einer Konzentration von 0,258 mM in ddH,O gelost und mit einer finalen
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Konzentration von 1 uM in IonOptix in den Versuchen eingesetzt.

Bafilomycin A1l (Streptomyces griseus, Calbiochem, Darmstadt) wurde mit einer Konzentra-
tion von 250 uM in DMSO gelost und fiir die Messung mit einer finalen Konzentration von
1uM in IonOptix verdiinnt. Als Kontrolle wurde eine 0,4% (v/v) Losung von DMSO in
IonOptix verwendet. Die Zellen wurden wéihrend der Waschschritte nach der Beladung mit
Indo-1 AM mit Bafilomycin A1l inkubiert, das heifit 20 Minuten. Whrend einer Inkubation

mit Isoprenalin und wihrend der Messung war Bafilomycin Al nicht mehr anwesend.

Messung

Die Messung der Herzzellen wurde mit dem in Abbildung 3.4 angegebenen Automator ge-

steuert. Wihrend der Messung wurden drei unterschiedliche Bildschleifen durchlaufen.

9w @
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Anzahl der 1. schnellen Bilder

Abbildung 3.4: Messautomator fiir das Ca2T-Imaging der Cardiomyozyten.

In der ersten, langsamen Schleife wurden zehn Fluoreszenzbilder in einem Abstand von fiinf
Sekunden aufgenommen. Wihrend dieser Bildfolge wurden die Herzzellen nicht elektrisch
stimuliert. Daran schloss sich eine schnelle Bildfolge, ohne zeitliche Verzdgerung zwischen
den einzelnen Bildern an. Der Abstand zwischen den Fluoreszenzbildern betrug etwa 50 ms.
Wihrend dieser ersten, schnellen Schleife wurden die Herzzellen gleichzeitig durch einen Feld-
stimulator (SD9 square pulse Stimulator, GRASS Technologies, Rodgau) elektrisch stimuliert.
Dies wurde durch Platinelektroden erméglicht, die in die Kammern (p-Slides 8 well) gesteckt
wurden. Damit die elektrische Stimulation zeitgleich mit der schnellen Bildaufnahme einsetz-

te, startete letztere erst, nachdem eine beliebige Taste auf der Computertastatur gedriickt



Material und Methoden 47

worden war. Schliefflich schloss sich noch eine zweite, langsame Bildaufnahme mit derselben
zeitlichen Verzogerung wie die erste langsame Schleife an, in der die Herzzellen ebenfalls nicht
elektrisch stimuliert wurden. Die elektrische Stimulation erfolgte alle zwei Sekunden mit einer
Pulsdauer von 4 ms und einer Spannung von 30 Volt. Als dichroischer Filter wurde der Filter
bs380DCLP (Analysentechnik, Tiibingen) eingesetzt. Zwischen das Mikroskop und die Ka-
mera wurde ein DualView-Modul (Optical Insights, Tucson, USA) geschaltet. Dieses Modul
verfiigt iiber einen Strahlenteiler und Emissionsfilter fiir Messungen mit Indo-1, um bei einer
Belichtung von 355 nm zeitgleich die Emission bei 405 und 485 nm messen zu kénnen. Die

Kamera wurde auf ein Binning von acht eingestellt.

Datenauswertung

Fiir die Auswertung musste jedes Fluoreszenzbild zunéchst gesplittet werden, um die Auf-
nahme bei einer Emission von 405nm von derjenigen bei 485 nm zu trennen. Anschlieflend
wurde mit Hilfe eines Algorithmus das Streulicht, welches aus den Ebenen ober- und unterhalb
der Fokusebene stammte, bestimmt und mathematisch entfernt. Diese, als Dekonvolution be-
zeichnete Bearbeitung der Bilder wurde nach dem no neighbour-Algorithmus durchgefiihrt.
Der Remowal wurde auf 0,55 und die Verstédrkung auf 4 eingestellt. Wie fiir die T-Zellen
wurden nun aus den dekonvolvierten Daten Ratiobilder (Aufnahme bei 405nm/ Aufnahme
bei 485nm) erstellt (Ratiobereich: 0,1 bis 0,8 (Abweichungen sind gesondert angegeben)).
Die Schwellenwerte wurden ebenfalls linear mit der Zeit angepasst. Anschliefend wurden die
Ratiobilder median gefiltert (3x3).

Indem nun eine ROI um die gesamte Zelle gelegt wurde, konnte das mittlere Ratio der gesam-
ten Zelle bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen werden. Aus diesen zeitlichen Verldufen
konnte die Anzahl der zusitzlichen Ca?"-Transienten pro Elektrostimulation sowie die Am-
plitude des Ca?*-Peaks bei der Stimulation bestimmt werden. Da keine Kalibration der Zellen
erfolgte, ist die Amplitude in Ratioeinheiten (R.E.) angegeben. Ca?"-Transienten unter ei-
nem Ratiowert von 0,0082 wurden dabei als Schwankung betrachtet und nicht als Ca?*-Peak
gewertet. Zusétzlich wurde fiir jeden Peak der zeitliche Abfall bestimmt. Falls mehrere Peaks
pro Stimulation auftraten, wurde der Abfall des letzten Peaks bestimmt, sofern dessen Am-
plitude wieder auf den Basalwert abfiel, bevor die néchste Stimulation einsetzte. Mit Hilfe
der Software SigmaPlot 10.0 (Systat Software GmbH, Erkrath) wurde fiir jeden Abfall ein
Kurvenausgleich durchgefiihrt, mit der Annahme, dass es sich um einen exponentiellen Abfall
handelt. Dafiir wurde folgende Formel verwendet: f = yo + a * exp(—b * z). Der Parameter b
lieferte den Wert fiir die reziproke Zeitkonstante und somit ein Maf fiir die Schnelligkeit, mit

der das Ca?*-Signal abnahm.
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3.5.5 Puffer und Lésungen

Ca?*t-Messpuffer: 140 mM NaCl; 5mM KCl; 1 mM MgSO, - 7H,0; 1mM CaCl, - 2 H,0;
20mM HEPES; 1 mM NaH,PO,; 5,5mM Glucose; pH 7,4 (mit NaOH)

Coating buffer fir die Beschichtung mit aCD3/aCD28: 15mM Na,CO,; 35mM
NaHCOg4; pH 9,6 (mit HCI)

EGTA: 200mM EGTA in ddH,O; pH 7,4 (mit NaOH)

Fura-2 AM: 1 mg/ml Fura-2 AM in wasserfreiem DMSO

FuraRed AM: 1 mM FuraRed AM in wasserfreiem DMSO

Indo-1 AM: 1 mg/ml Indo-1 AM in wasserfreiem DMSO

Ionomycin: 1 mg/ml Ionomycin in DMSO

IonOptix (Stock): 135mM NaCl; 4,7mM KCl; 0,6mM KH,PO,; 0,6 mM
Na,HPO,-2H,0; 1,2mM MgSO,-7H,0; 10mM HEPES (pH 7,46 mit NaOH);
bei 4°C

IonOptix (frisch): 20 mM Glucose; 1,25 mM CaCl, - 2H,O in IonOptix (Stock); pH 7,46
(mit NaOH)

IonOptix-BDM (frisch): 20mM Glucose; 1,25 mM CaCl, - 2H,0; 10mM BDM in Ion-
Optix (Stock); pH 7,46 (mit NaOH)

Isoprenalin: 800 nM Isoprenalin in IonOptix

Probenicid: 500 mM Probenicid in DMSO

RPMI-Komplettmedium: RPMI-Grundmedium mit Glutamax I und 25 mM HEPES;
7,5% (v/v) NCS; 100 U/ml Penicillin; 10 ug/ml Streptomycin

3.5.6 Gerite

Imaging System mit Openlab Software Version 3.5.2, 4.0.2 und 4.0.4 (Improvision Sy-
stems, Tiibingen), bestehend aus:

— Fluoreszenzmikroskop DM IRE2 mit Piezostepper (Leica, Wetzlar)

— Polychrom IV (TILL Photonics, Miinchen)

- DualView (Optical Insights, Tucson, USA)

— CCD-Kamera mit Camera Controller ORCA C4742-95-12ER (Hamamatsu, Herr-
sching)

— Computer Macintosh G4 (Apple)

SD9 square pulse Stimulator (GRASS Technologies, Rodgau)

3.6 Bestimmung der Interleukin(IL)-2-Konzentration in

Zellkulturuberstanden von T-Zellen

Fiir die Bestimmung der IL-2-Konzentration in Zellkulturiibersténden von Tygp-Zellen wur-
de der IL-2 ELISA Kit der Firma Invitrogen (Karlsruhe), bestehend aus CytoSet™ Buf-
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fer Set und Rat IL-2 CytoSet™, verwendet. Eine 96-Well Mikrotiterplatte (ImmunoMaxi
Sorp, Nunc, Langenselbold) wurde mit 100 ul/Vertiefung eines monoklonalen Antikorpers
(Capture antibody, finale Konzentration: 1,25 ug/ml in Coating buffer B) fir die nachzuwei-
sende Substanz beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Unspezifische Bindungsstel-
len wurden fiir eine Stunde mit Puffer abgeséttigt (Assay buffer, 300 ul/Vertiefung). Daran
schloss sich eine zweistiindige Inkubation mit 100 ul/Vertiefung der Probe beziehungsweise
des Standards an. Der Standard wurde in sieben Verdiinnungen von 1 ng/ml bis 15,6 pg/ml
eingesetzt. Die Verdiinnung erfolgte in TCM-Medium mit 1% (v/v) Pferdeserum. Die Proben
befanden sich in TCM-Medium mit 1% (v/v) Rattenserum und wurden unverdiinnt einge-
setzt. AnschlieBend wurden 50 pl des zweiten biotinylierten Antikorpers (Detection antibody,
finale Konzentration: 125ng/ml in Assay Buffer) in jede Vertiefung pipettiert. Die Mikro-
titerplatte wurde nun bei RT fiir 1,5 Stunden inkubiert. Es folgte eine 30-miniitige Inkuba-
tion mit 100 pl/Vertiefung des an Streptavidin gekoppelten Enzyms Meerrettich-Peroxidase
(finale Konzentration: 150 ng/ml in Assay Buffer). In einer anschlieBenden Nachweisreakti-
on wurden 100 ul/Vertiefung der Substratlosung TMB (Tetramethylbenzidin) gegeben und
ein bis zehn Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch die Zugabe von
100 pl/Vertiefung der Stopplosung beendet. Dreimaliges Waschen mit je 400 ul/Vertiefung
des Waschpuffers nach jedem Inkubationsschritt gewihrleistete die Entfernung von nicht
gebundenen Substanzen. Demnach sollte der Substratumsatz direkt proportional zur Men-
ge des eingesetzten Enzyms, also auch zur Menge der nachzuweisenden Substanz sein. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde wie beschrieben eine Standardreihe mit bekannten Kon-
zentrationen der nachzuweisenden Substanz mitgefithrt. Die Messungen wurden an einem
Mikrotiterplatten-Photometer bei 450 nm (MWG-Biotec, Ebersberg) durchgefiihrt.

3.7 Statistik

Fiir die Analyse wurden die Programme SigmaPlot 10.0 (Systat Software GmbH, Erkrath)
und SPSS 15.0 (SPSS GmbH Software, Miinchen) verwendet. Die Auswertung wurde in Zu-
sammenarbeit mit Lena Herich vom Institut fiir Medizinische Biometrie und Epidemiologie
des UKE durchgefiihrt. Fiir die Abbildungen 4.7, 4.14 und 4.15 im Ergebnisteil 4.1 wurde ein
t-Test durchgefiihrt. Bei Mehrfachtestungen wurde das Signifikanzniveau nach der Bonferroni-
Korrektur angepasst. Das bedeutet, dass Werte nur dann als signifikant unterschiedlich be-
trachtet wurden, wenn die Signifikanz unterhalb von 0,05 geteilt durch die Anzahl der Tests
lag. Im Ergebnisteil 4.2 wurden zwei verschiedene Tests verwendet. Da die Werte fiir die
Peakanzahl nicht normalverteilt sind, wurde ein nicht-parametrischer Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt. Die Werte fiir die Amplitude und die reziproke Zeitkonstante wurden nach
einem gemischten linearen Modell analysiert. Dabei wurde der Tag als zufilliger Effekt in

dem Modell beriicksichtigt. Isoprenalin, jegliche Inhibitoren und cAMP-Analoga wurden als
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Faktoren in das Modell aufgenommen. Fiir Bafilomycin Al und BZ194 wurde zusétzlich der
jeweilige Inhibitor in Kombination mit Isoprenalin als Faktor beriicksichtigt. Bei Mehrfach-

testungen wurde auch hier das Signifikanzniveau nach der Bonferroni-Korrektur angepasst.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Bedeutung des NAADP-Signalweges fiir die Aktivierung
primadrer, MBP-spezifischer T-Zellen der Ratte im

Zweizellsystem

Ein Teil dieser Dissertation wurde der Etablierung eines Zweizellsystems zur Aktivierung
primérer, MBP-spezifischer T-Zellen der Ratte gewidmet. Bei einem Zweizellsystem werden
die T-Zellen nicht durch Antikorper, sondern durch Antigen-présentierende Zellen, die auf
ihrer Oberfliche das antigene Peptid présentieren, aktiviert. Anschliefend wurde untersucht,
welche Auswirkung die Inhibition des NAADP-Signalweges auf die Aktivierung der T-Zellen
im Hinblick auf das Ca?*-Signal hat. Als Antigen-priisentierende Zellen wurde die Astrozy-
tenzelllinie F10 verwendet (Risau et al., 1990).

4.1.1 Die Etablierung des Zweizellsystems
Induktion der MHCII-Expression auf der Oberflache von F10 Astrozyten

Bei Astrozyten handelt es sich um nicht-professionelle Antigen-prisentierende Zellen, die erst
nach einer Aktivierung in der Lage sind, Antigene zu prozessieren und auf ihrer Oberfliche
zu présentieren. Durch die Gabe von IFN-vy wird nicht nur die Expression von MHCII (Fon-
tana et al., 1984; Fierz et al., 1985), sondern auch die der kostimulatorischen Molekiile B7.1
und B7.2 (Nikcevich et al., 1997) sowie verschiedener Cytokine wie IL-12 und IL-23 (Con-
stantinescu et al., 2005) induziert. Ferner konnte gezeigt werden, dass Astrozyten T-Zellen
in Kombination mit dem spezifischen Antigen zu einer starken Proliferation anregen kénnen
(Fontana et al., 1984).

Um eine Expression von MHCII auf der Oberflache der Astrozytenzelllinie F10 zu erreichen,
wurden die Zellen zundchst mit einer Konzentration von 100 U/ml oder 250 U/ml IFN-y
fiir 24 oder 48 Stunden inkubiert. Nach einer 48-stiindigen Inkubation konnte konzentrati-
onsabhéngig eine Expression von MHCII auf der Oberfliche der Astrozyten mittels Durch-
flusszytometrie nachgewiesen werden. Die Expression von MHCII fiel jedoch sehr schwach
aus. Eine niedrige MHCII-Expression kénnte eine unzureichende Antigenprasentation auf
der Oberfliche der Astrozyten und somit eine schwache T-Zellaktivierung zur Folge ha-

ben. Deshalb wurde versucht, die MHCII-Expression weiter zu steigern. Dafiir wurde Me-
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diumiiberstand restimulierter T-Zellen verwendet. Fiir eine Restimulation werden ruhende
OVA- oder MBP-spezifische T-Zellen mit Hilfe von Thymozyten und dem spezifischen Anti-
gen aktiviert. Antigen-stimulierte T-Zellen sezernieren innerhalb von zwei Tagen zahlreiche
stimulierende Kofaktoren in das umgebende Medium (Weber et al., 1993; Meinl et al., 1995).
AnschlieBend kann der Uberstand der T-Zellen entnommen, filtriert und durch Einfrieren bei
-80°C konserviert werden. Fiir die Aktivierung der Astrozyten wurde konditioniertes Medium,
das 20 % dieses Uberstandes enthielt, hergestellt. Dann wurden die Astrozyten fiir 48 Stunden
mit diesem Medium inkubiert und die MHCII-Expression im Durchflusszytometer analysiert
(Abb.4.1). Astrozyten, die konditioniertes Medium erhalten hatten, zeigten eine deutliche
MHCII-Expression auf ihrer Oberfliche. Dabei lieen sich eine Population mit mittlerer und
eine mit starker Expression unterscheiden. Zwar war im Vergleich zu unbehandelten Zellen
auch bei der Isotypkontrolle eine Farbung mit dem Zweitantikorper zu beobachten, diese

Féarbung fiel jedoch wesentlich schwécher als mit dem spezifischen Antikérper aus.

100

Unbehandelte Zellen, aOx6

Unbehandelte Zellen, Isotyp

W + Uberstand, Isotyp
+ Uberstand, aOx6

Counts

aOx6/oMs-FITC

Abbildung 4.1: Induktion der MHCII-Expression auf F10 Astrozyten - Analyse im Durch-
flusszytometer. Die Astrozyten wurden fiir 48 Stunden mit konditioniertem Medium, das 20 % (v/v)
eines Uberstandes restimulierter, primirer T-Zellen der Ratte enthielt, inkubiert. Der Nachweis des
MHCII-Proteins erfolgte iiber einen anti-Ox6 Antikérper (Sekundirantikérper: a-Maus Fab’2 Frag-
ment, FITC-markiert). Im Histogramm sind unbehandelte (grau hinterlegt) und mit T-Zelliiberstand
inkubierte Astrozyten (rot) sowie die entsprechenden Isotypkontrollen (schwarz fiir unbehandelte be-
ziehungsweise blau fiir mit T-Zelliiberstand inkubierte Astrozyten) dargestellt.

Zuséatzlich zur Analyse im Durchflusszytometer wurde eine immunhistochemische Farbung
der mit T-Zelliiberstand behandelten Astrozyten durchgefiihrt. Neben der Anfirbung von
MHCII auf der Zelloberfliche wurden die Zellkerne mit DAPT geféirbt und Fluoreszenzbilder
bei 40- und 100-facher Vergroferung aufgenommen (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2: Induktion der MHCII-Expression auf F10 Astrozyten - Immunfluoreszenz.
Die Astrozyten wurden fiir 48 Stunden mit konditioniertem Medium, das 20 % (v/v) eines Uberstandes
restimulierter, primérer T-Zellen der Ratte enthielt, inkubiert. Der Nachweis des MHCII-Proteins er-
folgte iiber einen anti-Ox6 Antikérper (Sekundirantikorper: a-Maus Fab’2 Fragment, FITC-markiert
(griin)) Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefirbt. A) Aufnahmen reprisentativer Zellfel-
der bei 40-facher VergréBerung. (US = T-Zelliiberstand). B) Aufnahme einer mit T-Zelliiberstand
inkubierten und MHCII-angefdrbten Astrozyte bei 100-facher Vergroflerung. Dabei wurden mit Hilfe
eines Piezosteppers 40 Bilder pro Zelle mit einem Abstand von 500 nm aufgenommen, die anschlieflend
dekonvolviert wurden (Algorithmus: Néchster Nachbar mit fiinf Nachbarn; FITC-Farbung: Remo-
val = 0,6; Verstirkung = 2,5; DAPI-Farbung: Removal = 0,5; Verstirkung = 1,5). Mafistab = 10 pum.

Bei 40-facher Vergroferung ist eine deutliche Anfiarbung der Astrozyten mit dem anti-Ox6-
Antikorper, der gegen MHCII gerichtet ist, zu beobachten. In den Kontrollen tritt im Ge-
gensatz zum Durchflusszytometer keine Farbung auf. Bei 100-facher Vergrofierung wurden
mehrere Ebenen der Zelle mit Hilfe eines Piezosteppers aufgenommen. Eine sich anschlieflen-

de Dekonvolution, bei der das Streulicht aus anderen Ebenen herausgerechnet wurde, ergab,
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dass ausschliefflich die Membran der Astrozyten angefirbt wurde. Beide Versuche zeigen, dass
mit dem Uberstand restimulierter T-Zellen eine deutliche MHCII-Expression in den Astrozy-
ten erreicht wird. Ferner erfolgt die Expression eindeutig auf der Oberfliche der Astrozyten,
wodurch eine Antigenpréisentation iiber MHCII zur Aktivierung der T-Zellen moglich sein

sollte.

Die Auswahl der Beschichtung fiir das Zweizellsystem

Bei der Auswahl der Beschichtung fiir das Zweizellsystem musste auf zwei Eigenschaften
geachtet werden. Zum Einen sollte die Beschichtung das Wachstum der adhérenten Astrozy-
tenzelllinie F10 erlauben. Dabei sollten Waschschritte moglich sein, ohne dass sich die Zellen
dabei von dem Untergrund 16sen. Zum Anderen sollte die Beschichtung keine Aktivierung der
T-Zellen bewirken, um sicher zu stellen, dass ein beobachtetes Ca?*-Signal tatséchlich auf der
Interaktion zwischen einer Astrozyte und einer T-Zelle beruht. Ferner wiirde eine Aktivierung
der T-Zellen durch die Beschichtung womdglich dazu fithren, dass die T-Zelle immobilisiert
und eine Kontaktbildung mit Astrozyten erschwert wiirde.

Fiir die Untersuchung unterschiedlicher Beschichtungen wurden die Kammern der Firma ibi-
di p-Slides 8 well verwendet. Die Ergebnisse des Versuches sind in Abbildung 4.3 darge-
stellt. Bei unbeschichteten Kammern hatten die T-Zellen direkten Kontakt zur hydrophoben
Plastikoberfliche. Dabei entstanden lediglich schwache Ca?"-Signale, allerdings hafteten die
Astrozyten sehr schlecht auf diesem Untergrund. Eine wesentlich bessere Adhérenz wurde
durch Gewebekultur behandelte Kammern erreicht, die allerdings eine starke und sofortige
Aktivierung der T-Zellen induzierten. Auch CollagenIV- und Poly-L-Lysin/Poly-D-Lysin-
beschichtete Kammern erzeugten nur unwesentlich schwichere Ca?*-Signale in den T-Zellen.
Zudem adhérierten die T-Zellen sehr stark auf dem Untergrund. Die fiir die in der Abbildung
gezeigte Messung verwendete, Lysin-beschichtete Kammer wurde direkt von ibidi bezogen.
AuBlerdem wurden noch weitere Beschichtungen von poly-L-Lysin in Gewebekultur behandel-
ten Kammern getestet (nicht abgebildet). Dabei wurde sowohl hochmolekulares (150-300 kD)
als auch 30-70kD schweres poly-L-Lysin mit einer Konzentration von 1mg/ml verwendet.
In beiden Fillen wurden nach wie vor starke Ca?*-Signale in den T-Zellen induziert. Da
die T-Zellen besonders stark auf das hochmolekulare poly-L-Lysin reagierten, wurde ledig-
lich die Konzentration fiir das 30-70kD schwere poly-L-Lysin noch einmal 1:10 verdiinnt.
Dennoch kam es weiterhin zu einer vorzeitigen Aktivierung der T-Zellen. Schliellich wurden
unbehandelte Kammern mit Fibronektin beschichtet und mit den T-Zellen getestet. Dabei
wurden kaum Ca?*-Signale in den T-Zellen beobachtet und im Gegensatz zu den anderen
Beschichtungen konnte eine gesunde Zellmorphologie im Durchlicht festgestellt werden. Da
die Beschichtung mit Fibronektin zudem ein Wachstum der Astrozyten ermdglichte, wurde

dieser Untergrund fiir alle folgenden Versuche mit dem Zweizellsystem verwendet.
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Abbildung 4.3: Ca 2'F-Signale von T-Zellen auf unterschiedlichen Beschichtungen. Die T-
Zellen wurden mit dem Ca?"-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM beladen und in Vertiefungen
der Kammern p-Slides 8 well (ibidi) mit den angegebenen Beschichtungen pipettiert. Der Zeitpunkt
Null markiert die Zugabe der T-Zellen. Es ist jeweils eine repriisentative von vier (Lysin), sechs (Un-
beschichtet, CollagenIV, Fibronektin) beziehungsweise neun (Gewebekultur behandelt) Messungen
dargestellt, wobei eine Kurve jeweils das Ca?"-Signal einer Einzelzelle wiedergibt.

Die Expression der drei Ryanodinrezeptor-Subtypen in primaren T-Zellen der Ratte

Die Einfiihrung eines Zweizellsystems sollte der Untersuchung des NAADP-Signalweges die-
nen. In T-Zellen wird bisher davon ausgegangen, dass NAADP den Ryanodinrezeptor akti-
viert und dariiber einen Ausstrom von Ca?*-Tonen aus dem endoplasmatischen Retikulum

(ER) bewirkt (Langhorst et al., 2004; Dammermann und Guse, 2005; Steen et al., 2007).
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Deshalb wurde zunéchst tiberpriift, ob die im Zweizellsystem verwendeten T-Zellen den Ry-
anodinrezeptor exprimieren. Es existieren drei Ryanodinrezeptor-Subtypen, deren Expression
zundchst auf mRNA-Ebene analysiert wurde (Abbildung 4.4). Es stellte sich heraus, dass alle
drei Ryanodinrezeptor-Subtypen in Tyipp-Zellen exprimiert werden. Die Bande fiir den Ryan-
odinrezeptor 3 war sehr schwach, jedoch zeigte sich in der anschliefenden nested PCR neben
der zu erwartenden eine zusétzliche unspezifische Bande. Deshalb wurde das Produkt aus der
RT-PCR erneut amplifiziert und sequenziert. Die Sequenzierung bestéitigte die Expression
des Ryanodinrezeptors 3 (siehe Spalte 8 in Abbildung 4.4).

500 Bp P>

200 Bp B

Abbildung 4.4: Expression der drei RyR-Subtypen in primiren T-Zellen der Ratte. Unter
Verwendung Subtyp-spezifischer Primer wurden mit einer RT-PCR und anschlieSender nested PCR
(fiir RyR1 und RyR2) kurze Amplifikate der drei RyR-Subtypen hergestellt und auf einem 1,6 %igen
Agarosegel analysiert. Die Grofie sollte 193 Bp, 168 Bp beziehungsweise 358 Bp fiir den RyR1, RyR2
beziehungsweise RyR3 betragen. Die entsprechenden Kontrollen sind mit aufgefithrt. Des Weiteren
wurde das Produkt des RyR3 aus der RT-PCR fiir eine anschlielende Sequenzierung in groferer
Menge amplifiziert (Spalte 8, Kontrolle: Spalte 9).

Nach der Analyse der Expression der Ryanodinrezeptor-Subtypen auf mRNA-Ebene sollte
das Ergebnis auf Proteinebene iiberpriift werden. Dies erfolgte mittels Immunfluoreszenz am
Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie in Martinsried in der Arbeitsgruppe von Prof. Fliigel
(jetzt Universititsklinikum Géttingen, Abbildung 4.5). Es konnte eine Expression des Ry-
anodinrezeptors 1 und des Ryanodinrezeptors 3 nachgewiesen werden, wobei die Expression
des Subtyps 3 wesentlich schwicher ausfiel als die des Subtyps 1. Des Weiteren konnte eine
Kolokalisation des Ryanodinrezeptors1 mit einem Marker fiir das ER, der Phosphodisulfi-
disomerase (PDI), gezeigt werden. Im Gegensatz zur Analyse auf mRNA-Ebene konnte auf
Proteinebene keine Expression des Ryanodinrezeptors2 in der Immunfluoreszenz beobachtet

werden.
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Abbildung 4.5: Expression der drei RyR-Subtypen in primiren T-Zellen der Ratte - Im-
munfluoreszenz. Dieser Versuch wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Fliigel (jetzt
Universitatsklinikum Gottingen) am Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie in Martinsried durch-
gefiihrt (Dammermann et al., 2009). Der Nachweis der RyR erfolgte iiber anti-RyR1, -RyR2 und -
RyR3 Antikorper (Sekundédrantikérper: a-Kaninchen Serum, Cy3-markiert (rot)). Das ER wurde spezi-
fisch mit einem Antikorper gegen die Proteindisulphidisomerase (PDI) angeféirbt (Sekundérantikorper:
a-Maus Serum, Cy5-markiert (griin)). Die Aufnahmen erfolgten bei 40-facher Vergréfierung. MaB-
stab = 10 um.

Die IL-2 Ausschiittung von T-Zellen nach Stimulation mit MBP-inkubierten Astrozyten

Frithe Arbeiten belegen, dass es sich bei Astrozyten um induzierbare Antigen-prisentierende
Zellen handelt, die in der Lage sind, T-Zellen zur Proliferation anzuregen (Fontana et al.,
1984; Fierz et al., 1985). Dabei wurde auch gezeigt, dass aktivierte T-Zellen in der Lage sind,
eine verstiarkte Expression von MHCII auf der Oberfliche von Astrozyten zu induzieren.
Wie bereits im oberen Teil beschrieben, konnte mit dem Mediumiiberstand von aktivierten
T-Zellen eine MHCII-Expression auf der Astrozytenzelllinie F10 bewirkt werden. Eine er-
folgreiche Antigenprésentation durch die Astrozyten sollte die T-Zellen aktivieren und ihre
Proliferation anregen. Dies kann indirekt iiber die Ausschiittung des Cytokins Interleukin-2
(IL-2) durch die T-Zellen nachgewiesen werden, da IL-2 nach der Aktivierung der T-Zellen
sezerniert wird und autokrin ihre Proliferation induziert. Ferner besteht ein essentielles Signal
fiir die IL-2-Produktion in einem anhaltenden Ca?*-Signal in der T-Zelle. Ein Anstieg der
IL-2-Konzentration lisst demnach auf ein vorangegangenes Ca?*-Signal schlieBen, das wie-

derum Voraussetzung fiir die erfolgreiche Verwendung des Zweizellsystems ist. Wie bereits
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beschrieben, wurden die Astrozyten mit konditioniertem Medium zur MHCII-Expression an-
geregt. Fiir das konditionierte Medium wurde der T-Zelliiberstand sowohl filtriert als auch
unfiltriert eingesetzt. Anschliefend wurden die Astrozyten fiir 21 Stunden gemeinsam mit
Tampp-Zellen und dem spezifischen Antigen MBP kultiviert. Wie bei Fontana et al. (1984)
beschrieben, konnte im Durchlicht eine Anhdufung von T-Zellen an den Astrozyten beob-
achtet werden. Der entnommene Mediumiiberstand wurde anschliefend auf sezerniertes IL-
2 im ELISA untersucht (Abbildung 4.6). Sowohl mit filtriertem als auch mit unfiltriertem
T-Zelliiberstand konnte eine starke IL-2-Sekretion nachgewiesen werden. Die Vitalitdt der
Astrozyten nach der Behandlung mit filtriertem T-Zelliiberstand war jedoch wesentlich hcher
als mit unfiltriertem. Deshalb wurde in den folgenden Experimenten des Zweizellsystems, in
denen aktivierte Astrozyten verwendet wurden, filtrierter T-Zelliiberstand zur Induktion der

MHCII-Expression eingesetzt.
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Abbildung 4.6: IL-2 Ausschiittung von T-Zellen nach Stimulation mit MBP-inkubierten
Astrozyten. Zur Induktion der MHCII-Expression wurden die Astrozyten 48 Stunden mit konditio-
niertem Medium, das 25 % (v/v) eines Uberstandes restimulierter, primérer T-Zellen der Ratte enthielt,
inkubiert. Der Uberstand wurde direkt eingesetzt oder vorab filtriert (siche Abbildung). Typp-Zellen
wurden mit dem Antigen MBP (10 ug/ml) zu den Astrozyten gegeben und 21 Stunden bei 37°C und
5% CO, im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und bis zur Ana-
lyse bei -80°C eingefroren. Die Bestimmung der ausgeschiitteten 1L-2 Menge erfolgte mittels ELISA.
Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt (+SD).

Ca?*-Signale in T-Zellen nach Stimulation mit Antikérpern gegen CD3 und CD28

Neben der Aktivierung durch Antigen-priasentierende Zellen konnen T-Zellen auch durch An-
tikorper, die gegen CD3 gerichtet sind, aktiviert werden. Fiir eine Kostimulation wird als
zusitzlicher Antikorper anti-CD28 eingesetzt. Im Gegensatz zur Stimulation {iber Antigen-
prasentierende Zellen erfolgt die Stimulation mit Antikdrpern rédumlich ungerichtet. Da sie
jedoch ein deutliches Ca?*-Signal in T-Zellen induzieren kann, diente sie als Anhaltspunkt,

mit welchem Anstieg der intrazelluliren Ca?"-Konzentration in den T-Zellen zu rechnen sei.
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Fiir die Analyse des Ca?T-Signals nach einer Antikérperstimulation wurden die Kammern
wu-Slides 8 well der Firma ibidi mit anti-CD3 mAk und anti-CD28 mAk beschichtet. Die T-
Zellen wurden in die Kammer gegeben und ihr Ca?*-Signal am Fluoreszenzmikroskop verfolgt
(Abbildung 4.7). Bereits nach knapp zwei Minuten kam es zu einem starken Anstieg der Ca?"-
Konzentration von einem basalen Wert von 24 nM auf 173 nM zehn Minuten nach Beginn der
Messung. Der Ca?T-Anstieg war lang anhaltend und blieb iiber 15 Minuten bestehen. Als
Kontrolle dienten unbeschichtete Kammern. Durch den Kontakt zu dem hydrophoben Unter-
grund der Kammern wurden ebenfalls kleine Ca?*-Signale in den T-Zellen induziert (siche
auch Abbildung 4.3). Der Anstieg der intrazelluldren Ca?T-Konzentration trat bereits nach
knapp einer Minute und somit frither als auf der Antikérperbeschichtung ein. Innerhalb von
zehn Minuten nach Beginn der Messung wurde mit einer Ca?*-Konzentration von 89nM
jedoch nur ein halb so grofier Anstieg erreicht. Durch die spezifische Stimulation der Ober-
flichenmolekiile CD3 und CD28 mit Hilfe von Antikérpern konnte folglich ein Ca?*-Signal
mit einem Anstieg von etwa 150nM [Ca®']; in den T-Zellen induziert werden. Dieses lief
sich deutlich von einem unspezifischen, durch die Plastikoberfliche der Kammern induzierten

Ca?T-Signal abgrenzen.
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Abbildung 4.7: Ca?t-Signale in T-Zellen nach Stimulation mit Antikdérpern gegen CD3
und CD28. Die Vertiefungen der Kammern p-Slides 8 well (ibidi) wurden mit anti-CD3 und
anti-CD28 (¢ =5 pg/ml) iiber Nacht bei 4°C beschichtet. Toya-Zellen wurden mit Fura-2 AM be-
laden und ihre Ca®"-Signale in der Zellsuspension gemessen. Im linken Teil der Abbildung sind
die mittleren, globalen Ca?-Signale von sieben (Kontrolle: unbschichtet) beziehungsweise 12 (anti-
CD3/CD28-Beschichtung) T-Zellen dargestellt. Im rechten Teil der Abbildung ist jeweils die basale
Ca?"-Konzentration sowie die Ca?"-Konzentration zehn Minuten nach Beginn der Messung darge-
stellt. * P<0,05.

Ca 2"'—Signale von Typgp-Zellen nach Stimulation mit MBP-inkubierten Astrozyten

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Astrozyten in der Lage sind, Typp-Zellen zu ak-
tivieren, sollte dies auf der Ebene der Ca?"-Signale analysiert werden. Dafiir wurde erneut

die MHCII-Expression auf den Astrozyten induziert und das spezifische Antigen MBP fiir
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zwei Stunden zu den Zellen gegeben, um dessen Prozession und Présentation zu ermdoglichen.
Anschlielend wurde ein Ausschnitt mit Astrozyten im Fluoreszenzmikroskop eingestellt, die

Tupp-Zellen dazugegeben und ihr Ca?"-Signal gemessen (Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: Ca?*-Signale von Tygp-Zellen nach Stimulation mit MBP-inkubierten
Astrozyten. Zur Induktion der MHCII-Expression wurden die Astrozyten 48 Stunden mit konditio-
niertem Medium, das 20 % (v/v) eines Uberstandes restimulierter, primérer T-Zellen der Ratte enthielt,
inkubiert. Anschliefend wurden sie zwei Stunden mit dem Antigen MBP inkubiert (10 pug/ml; Kon-
trolle: ohne Antigen). Typp-Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen, zu den Astrozyten gegeben und
ihre Ca?'-Signale in der Zellsuspension gemessen. Der Zeitpunkt Null wurde als der erste Kontakt
zwischen der T-Zelle und einer Astrozyte definiert. A) Es sind Durchlichtbilder und farbkodierte Bil-
der représentativer Einzelzellen dargestellt. Die Astrozyten beziehungsweise T-Zellen sind durch griine
beziehungsweise weile Linien in den Durchlichtbildern hervorgehoben. Mafistab = 5 pm. B) Es sind
die mittleren, globalen Ca®"-Signale von 12 (-MBP) bezichungsweise 29 (+MBP) T-Zellen dargestellt.

Als Kontrolle dienten Astrozyten, die nicht mit dem spezifischen Antigen inkubiert worden

waren. In der Teilabbildung 4.8 A sind reprisentative Einzelzellen dargestellt. Im Durch-
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lichtbild ist deutlich der Kontakt der jeweiligen T-Zelle mit der Astrozyte zu erkennen. Die
T-Zellen konnten sowohl seitlich als auch von oben einen Kontakt zu den Astrozyten aus-
bilden. In der Gegenwart von MBP entwickelte sich innerhalb der ersten fiinf Minuten nach
Kontaktbeginn ein starkes Ca?*-Signal in der T-Zelle, das lang anhaltend war und innerhalb
von sieben Minuten nur leicht zuriickging. Des Weiteren lief} sich eine Formverdnderung be-
obachten: Erschien die T-Zelle zu Beginn des Kontaktes noch unférmig, rundete sie sich im
Verlauf des Ca?*-Signals immer mehr ab, bis sie zum Ende der Messung hin eine vollstindig
runde Form annahm. In der Abwesenheit des spezifischen Antigens konnte nur eine schwache
Erhohung der basalen Ca?*-Konzentration beobachtet werden. Zudem behielt die T-Zelle
ihre unregelméffige Form. In der Teilabbildung 4.8 B sind die Mittelwerte der gemessenen
T-Zellen dargestellt. Im Mittel entwickelte sich das Ca?'-Signal in der Anwesenheit von
MBP in der zweiten Minute nach Kontaktbeginn und erreichte sein Maximum von knapp
300nM [CaQ*']i nach vier Minuten. Das Signal war lang anhaltend und lag nach weiteren
zehn Minuten noch bei 200nM [Ca?*],. Im Gegensatz dazu entwickelte sich ohne das Antigen
nur ein schwaches Ca?*-Signal, das zudem zeitlich verzégert auftrat. Das Zweizellsystem aus
Astrozyten als Antigen-prisentierende Zellen und MBP-spezifischen T-Zellen wurde dement-
sprechend erfolgreich etabliert. Die Typp-Zellen reagierten mit einem starken Ca2+-Signal
nach der Kontaktbildung zu den Astrozyten, jedoch nur in der Anwesenheit ihres spezifischen
Antigens MBP.

Im Folgenden wurde analysiert, wann das Ca ?*-Signal nach dem Kontaktbeginn zu der Astro-
zyte einsetzte. In die Auswertung wurden nicht nur MBP-spezifische T-Zellen, sondern auch
OVA-sperzifische T-Zellen mit aufgenommen, sowie T-Zellen, die aus Versuchsgriinden mit
DMSO inkubiert worden waren. Die DMSO-Konzentration betrug dabei maximal 0,5 % (v/v)
und die Inkubationsdauer maximal 16 Stunden. Des Weiteren wurden nur T-Zellen fiir die
Auswertung verwendet, die mindestens ein Ca?"-Signal von 200 nM [Ca 2+]i aufwiesen. Es er-
gab sich, dass knapp 80 % der T-Zellen eine Reaktion dieser Amplitude zeigten. Die Verteilung
des Beginns ihrer Ca?*-Signale ist in Abbildung 4.9 dargestellt. Fiir alle Konditionen gilt,
dass die meisten T-Zellen bereits in den ersten fiinf Minuten nach ihrer Kontaktausbildung
zu einer Astrozyte ein deutliches Ca?*-Signal entwickelten. Davon reagierte die Mehrheit der
Zellen wiederum in der zweiten oder dritten Minute. Ab der sechsten Minute entwickelten
sich hingegen kaum noch Ca?*-Signale iiber 200 nM [Ca?*]..

1
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Abbildung 4.9: Beginn des Ca?%-Signals von T-Zellen nach Stimulation mit Ag-
inkubierten Astrozyten. Zur Induktion der MHCII-Expression wurden die Astrozyten 48 Stunden
mit konditioniertem Medium, das 20 % (v/v) eines Uberstandes restimulierter, primirer T-Zellen der
Ratte enthielt, inkubiert. Anschlieend wurden sie zwei Stunden mit dem Antigen MBP oder OVA
inkubiert (10 ug/ml; Kontrolle: ohne Antigen). Toya- oder Typp-Zellen wurden mit Fura-2 AM bela-
den, zu den Astrozyten gegeben und ihre CaT-Signale in der Zellsuspension gemessen. Der Zeitpunkt
Null wurde als der erste Kontakt zwischen der T-Zelle und einer Astrozyte definiert. Es wurde jeweils
bestimmt, in welcher Minute die T-Zellen mit einem Ca?"-Signal beginnen, sobald sie einen Kontakt
zu den Astrozyten ausgebildet haben. Die T-Zellen sind in der Darstellung in drei Gruppen eingeteilt:
unbehandelte Toya- und Typp-Zellen, alle Typp-Zellen (d.h. mit und ohne DMSO-Inkubation) sowie
alle Toya- und Typp-Zellen. In die Abbildung wurden nur T-Zellen aufgenommen, die ein Ca2+—Signal
iiber 200 nM gezeigt haben.

4.1.2 Die Antagonisierung des NAADP-Signalweges im Zweizellsystem mit dem
spezifischen NAADP-Inhibitor BZ194

Nach der Etablierung des Zweizellsystems sollte die Bedeutung des NAADP-Signalweges in
diesem Modell ndher untersucht werden. Dazu stand ein spezifischer Inhibitor zur Verfiigung,
das BZ194. Diese niedermolekulare Substanz wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Pot-
ter im Department of Pharmacy and Pharmacology der Universitédt von Bath synthetisiert.
In Mikroinjektionsexperimenten von Dr. Dammermann (ehemals Institut fiir Biochemie und
Molekularbiologie I) war bereits gezeigt worden, dass BZ194 effektiv das NAADP-induzierte
Ca?*-Signal in Jurkat T-Lymphozyten blockieren kann (Dammermann et al., 2009). Dabei
wurde jedoch nicht das IP;- oder das cADPR-induzierte Ca 2+ _Signal beeinflusst. Es wurden
weitere Experimente in priméren T-Zellen der Ratte, die auch in dem Zweizellsystem einge-
setzt wurden, durchgefiihrt. Fiir die Stimulation wurden anti-CD3-Antikérper verwendet, die
anschliefend mit einem Zweitantikorper vernetzt wurden. Auch hier konnte eine konzentra-

tionsabhiingige Reduktion des Ca?*-Signals demonstriert werden, wobei das Ca?*-Plateau
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anfilliger gegeniiber BZ194 war als der Ca?*-Peak. In diesen Experimenten stellte sich auch
heraus, dass BZ194 vermutlich lediglich eine moderate Membranpermeabilitét aufweist und
der grofite Effekt nach einer 20-stiindigen Inkubation mit dieser Substanz zu beobachten
war. Fiir die Experimente im Zweizellsystem wurden die Tygp-Zellen zwei Stunden in der
Abwesenheit von Serum und weitere 16 Stunden in der Anwesenheit von Serum mit BZ194
inkubiert. Nach der sich anschliefenden Beladung mit Fura-2 AM wurden die T-Zellen zu
den Astrozyten gegeben, deren MHCII-Expression bereits induziert war und die mit dem
Antigen MBP inkubiert worden waren. Am Fluoreszenzmikroskop wurden die Ca?*-Signale
der T-Zellen analysiert (Abbildung 4.10). In der Teilabbildung 4.10 A sind représentative
FEinzelzellen dargestellt. Wie in den vorangegangenen Experimenten zeigte die T-Zelle in der
Anwesenheit von MBP ohne Inkubation mit BZ194 eine schnelle Signalentwicklung in den
ersten fiinf Minuten nach dem Beginn des Kontaktes zu der Astrozyte. Es war ebenfalls eine
deutliche Abrundung der T-Zelle zu beobachten. Die T-Zelle ohne das spezifische Antigen wies
erneut keinen nennenswerten Anstieg der Ca?"-Konzentration auf und zeigte keine Abrun-
dung im Verlauf der Messung. Die ausgewéhlte T-Zelle nach der Inkubation mit BZ194 rea-
gierte zwar noch mit einem Ca?*-Signal auf den Kontakt mit einer Antigen-prisentierenden
Astrozyte. Die Ca?*-Antwort fiel jedoch wesentlich schwiicher aus und die Abrundung der
T-Zelle war auch deutlich geringer verglichen mit den Zellen ohne BZ194. Die Zusammenfas-
sung der mittleren Ca?*-Signale ist in Teilabbildung 4.10 B dargestellt. Die Positivkontrolle
mit MBP und die Negativkontrolle in der Abwesenheit des spezifischen Antigens verhielten
sich wie erwartet. Mit MBP kam es zu einem deutlichen Anstieg des Ca?"-Signals bis auf
250nM [Ca 2+]i vier Minuten nach der Kontaktbildung zu den Astrozyten, der auch bis zum
Ende der Messung anhielt. Ohne MBP waren erneut nur schwache Ca?*-Signale zu beobach-
ten. Nach der Inkubation mit dem spezifischen NAADP-Inhibtor BZ194 entstand ein deutlich
reduziertes Ca?"-Signal mit einem Anstieg auf nur noch 150 nM [Ca2+]i in den ersten vier
Minuten nach der Kontaktbildung zu den Astrozyten. Das Signal setzte schwach verzogert
ein, war aber ebenfalls lang anhaltend. Es lasst sich festhalten, dass im Mittel mit BZ194
eine partielle Reduktion des Ca?*-Signals in Tygp-Zellen bei der Stimulation im Zweizell-
system erzielt werden kann. Im Folgenden wurden die Eigenschaften unterschiedlich starker
Ca’T-Antworten im Zweizellsystem néher charakterisiert und der Einfluss von BZ194 ana-
lysiert. Bei der Verfolgung des Ca?*-Signals in den T-Zellen fiel auf, dass sich nicht nur
die Ca?*-Konzentration nach dem Kontakt zu Antigen-préisentierenden Astrozyten énderte,
sondern damit einhergehend auch die Form und die Beweglichkeit der Zellen. T-Zellen mit
einer starken Ca?T-Antwort schienen sich anders zu verhalten als solche mit einer schwachen
Antwort. Um dieses unterschiedliche Verhalten quantifizieren zu kénnen, wurden neben dem
Ca?T-Signal zwei weitere Eigenschaften der T-Zellen ausgewertet: die Versinderungen in der
Form und die Motilitét.
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Abbildung 4.10: Inhibition des Ca?t-Signals von Tympp-Zellen durch den spezifischen
NAADP-Antagonisten BZ194 in der Anwesenheit von MBP-inkubierten Astrozyten.
Astrozyten mit induzierter MHCII-Expression wurden zwei Stunden mit MBP inkubiert (10 pg/ml).
Tupp-Zellen wurden mit BZ194 inkubiert (¢ =2mM fiir zwei Stunden in der Abwesenheit von Serum,
gefolgt von 16 Stunden in der Anwesenheit von Serum, MBP+BZ194) oder mit DMSO als Kontrolle
behandelt (MBP). Als Negativkontrolle wurden die Astrozyten nicht mit MBP inkubiert (Kontrolle).
Die T-Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen, zu den Astrozyten gegeben und ihre Ca?*-Signale in
der Zellsuspension gemessen. Der Zeitpunkt Null wurde als der erste Kontakt zwischen der T-Zelle
und einer Astrozyte definiert. A) Es sind Durchlichtbilder und farbkodierte Bilder reprisentativer Ein-
zelzellen dargestellt. Die Astrozyten beziehungsweise T-Zellen sind durch griine beziehungsweise weifle
Linien in den Durchlichtbildern hervorgehoben. Mafistab = 5 ym. B) Es sind die mittleren, globalen
Ca?"-Signale von 14 (Kontrolle), 30 (MBP) bezichungsweise 31 (MBP+BZ194) T-Zellen dargestellt.

Um ein Ma# fiir die Formveréinderungen einer T-Zelle zu erhalten, wurde der Formindex ver-
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wendet. Dieser wurde bereits bei Donnadieu et al. (1994) beschrieben: Formindex = u?/47A.
Dabei steht u fiir den Umfang und A fiir die Flidche der planaren Projektion der Zelle. Je
weiter die planare Projektion der Zelle von einem Kreis abweicht, desto gréfler wird der For-
mindex. Néhert sich die planare Projektion der Zelle hingegen einer Kreisform an, geht der
Formindex gegen eins. Fiir die Motilitdt wurde jeweils der Weg bestimmt, den eine T-Zelle
zwischen zwei Fluoreszenzbildern zuriickgelegt hatte und daraus ihre Geschwindigkeit berech-
net. Zunichst wurden auf diese Art und Weise T-Zellen in der An- und der Abwesenheit des
spezifischen Antigens MBP analysiert. Dabei lieflen sich die T-Zellen in zwei Gruppen mit
einer unterschiedlich starken Ca?*-Antwort einteilen, fiir die in Abbildung 4.11 je ein Beispiel
dargestellt ist. In der Abwesenheit von MBP zeigten die T-Zellen eine schwache Ca ?*-Antwort
(Teilabbildung 4.11 A); das bedeutete, dass von 92 % der T-Zellen in den ersten 15 Minuten
nach der Kontaktbildung zu einer Astrozyte die cytoplasmatische Ca?*-Konzentration nicht
iiber 300 nM anstieg. Diese T-Zellen wiesen einen gleichméflig erhdhten Formindex auf und
eine im Verlauf der Messung kaum abnehmende Motilitdt. Im Gegensatz dazu zeigten die
T-Zellen in der Anwesenheit von MBP eine starke Ca?*-Antwort (Teilabbildung 4.11 B), bei
der 67 % der T-Zellen ein Ca?"-Signal iiber 300 1M in den ersten 15 Minuten nach der Kon-
taktausbildung aufwiesen. Die bereits in den farbkodierten Fluoreszenzbildern beobachtete
Abrundung solcher T-Zellen spiegelte sich auch in dem Formindex wider. Zeitgleich mit dem
Anstieg der cytosolischen Ca?*-Konzentration sank der Formindex der Beispielzelle auf einen
Wert von etwa 1,1 ab. Parallel dazu nahm auch die Motilitdt der T-Zelle ab, so dass diese sich
zum Ende der Messung mit weniger als 1 ym/min bewegte. Bei der Analyse aller gemessenen
T-Zellen bestétigten sich die bei den einzelnen Zellen beobachteten Muster (Abbildung4.12).
Bei T-Zellen mit einer schwachen Ca?*-Reaktion lieBen sich wihrend der gesamten Messung
starke Formveréinderungen beobachten. Zwar nahm die Motilitdt im Mittel etwas ab, blieb
aber deutlich erhoht gegeniiber T-Zellen mit einer starken Ca?T-Reaktion. Bei Letzteren kam
es wihrend der Messung zu einer Immobilisierung, bei der die T-Zellen an der Astrozyte haf-
ten blieben. Des Weiteren war ein deutliches Absinken des Formindexes zu beobachten, womit
die Abrundung der T-Zellen verdeutlicht wird. Beide Muster traten sowohl in der An- als auch
in der Abwesenheit von MBP auf, unterschieden sich aber in ihrer Haufigkeit. Es léasst sich
zusammenfassen, dass ohne das spezifische Antigen iiberwiegend schwache Ca?*-Antworten
in den T-Zellen entstehen, die mit einem hohen Formindex und einer starken Motilitdt ein-
hergehen. Mit MBP kommt es vermehrt zu starken Ca?-Antworten mit einer Abnahme des

Formindexes und einer Immobilisierung der T-Zellen.



Ergebnisse 66

A

[Ca*] (nM)

500 -
400 1 :
300 f=——dfmmm—fmmmmm e ——————————— | S A WY A
200 1

100 |

[Ca™7], (nM)

Schwach Schwach

0 : : . ‘ . ‘ . T T T T T
1,6 1

1

1,5 1

1

1,4 1
1,3 1

’

1,2 1

’

1,1 1

)

1,0

SN WA
\I

Formindex

B

vV (Mm/min)

| AU\/\/\/\/

O 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (min) Zeit (min)

4
3
2
1
0

[

Starke Antwort Starke Antwort
67%

Schwache Antwort @ Schwache Antwort

Abbildung 4.11: Ca 2'F-Signale, Formverdnderung und Beweglichkeit von MBP-
aktivierten T-Zellen. Astrozyten mit induzierter MHCII-Expression wurden zwei Stunden mit MBP
inkubiert (10 ug/ml). Typp-Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen, zu den Astrozyten gegeben und
ihre Ca?"-Signale in der Zellsuspension gemessen (Abbildung B). Als Kontrolle wurden die Astro-
zyten nicht mit dem Antigen inkubiert (Abbildung A). Obere Abbildung: Es sind Durchlichtbilder
und farbkodierte Bilder reprisentativer Einzelzellen dargestellt. Die T-Zellen sind durch griine Li-
nien in den Durchlichtbildern hervorgehoben. Mafistab = 10 ym. Mittlere Abbildung: Die Kurven
zeigen das Ca?T-Signal, Formverinderungen (definiert durch den Formindex) sowie die Motilitiit der
entsprechenden T-Zellen in den ersten 15 Minuten nach der Kontaktbildung zu der Astrozyte. Unte-
re Abbildung: Anteil an T-Zellen, die ein Ca®*-Signal iiber (starke Antwort) oder unter (schwache
Antwort) 300nM [Ca®"], in den ersten zehn Minuten nach der Kontaktbildung zu einer Astrozyte
aufweisen.



Ergebnisse 67

- MBP + MBP
100 1 w2 Starke Antwart n=20 Starke Antwort
gl Schwache Antwort Schwache Antwort
= 300
=
o=
—~ 200
8
= 100
r-_'__-'_._____,____,_f----_.___‘__,,-__4-"“'-‘_
0 -
1,5
1.4 W/\
g f
E e !
g 12 I'V““'-JN JI w
L
1.1
1,0

10/ i
M, |

e

v (um/min)
%]
-'_'_'_‘_..-"'"_

v

0

0 2 4 6 8 101214 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 4.12: Form- und Motilitdtsmuster von MBP-aktivierten T-Zellen mit starker
oder schwacher Ca?"-Antwort. Es sind die mittlere [Ca®"];, der Formindex und die Motilitéit von
Tumpp-Zellen nach dem Kontakt zu MBP-inkubierten (rechts) Astrozyten dargestellt. Die Kontrolle von
T-Zellen mit Astrozyten ohne das spezifische Antigen ist links abgebildet. Schwarze Linien beziehen
sich auf die Mehrheit der T-Zellen bei der jeweiligen Kondition (+/-MBP), graue Linien auf die
Minderheit.

Mit dem spezifischen NAADP-Inhibitor BZ194 kam es zu einer deutlichen Reduktion des
Ca2+—Signals in Typp-Zellen. Es stellte sich nun die Frage, wie die Hohe des Ca2+—Signals in
BZ194-inkubierten T-Zellen verteilt ist und wie sich eine Inkubation mit BZ194 auf den For-
mindex und die Motilitét der T-Zellen auswirkt. Zunichst wurde das maximale Ca?*-Signal

der T-Zellen bestimmt. AnschlieBend wurden die T-Zellen in Gruppen mit einem Abstand
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Abbildung 4.13: Beeinflussung der Ca?T-
Signalh6he durch den spezifischen NAADP-
Inhibitor BZ194. Die im Zweizellsystem vermes-
senen T-Zellen wurden hinsichtlich ihres maxima-
len Ca?"-Signals analysiert und in einem Abstand
von 100nM [Ca®*]; in Gruppen eingeteilt. In der
Abbildung ist die Verteilung der T-Zellen iiber
einen Konzentrationsbereich von null bis 1100 nM
[Ca?*], fiir MBP (oben) und MBP + 2mM BZ194
(unten) als Balkendiagramm (grau) dargestellt, wo-
bei jeweils die obere Grenze des Konzentrations-
bereiches auf der x-Achse markiert ist. Die blaue
beziehungsweise rote Linie gibt die Verteilung der
T-Zellen fiir eine schwache beziehungsweise eine
starke Ca’T-Antwort wieder. Die Grenze fiir ei-
ne starke oder eine schwache Ca?"-Antwort wurde
bei 300nM [Ca®"]. gezogen (gestrichelte schwarze
Linie).

von 100 nM [Ca2+]i eingeteilt und ihre Verteilung als Kurvendiagramm aufgetragen (Abbil-
dung 4.13).

Wie bereits beschrieben lielen sich in der Anwesenheit von MBP deutlich zwei Gruppen mit
300nM [Ca?*], als Grenze voneinander unterscheiden. Uber 300nM [Ca®"]; reagierten die
meisten T-Zellen mit einem Signal zwischen 400 und 500 nM [Ca?*].. Diese Verteilung éinderte
sich, sobald die T-Zellen mit BZ194 inkubiert wurden. Zum einen reduzierte sich die Anzahl
an T-Zellen mit einer starken Ca?T-Antwort, wobei ein Ca?*-Signal iiber 500 nM kaum noch
auftrat. Im Gegenzug stieg der Anteil an T-Zellen mit einer schwachen Ca?"-Antwort, beson-
ders in dem Konzentrationsbereich von null bis 100nM [Ca 2+]i. Eine Einteilung der T-Zellen
in Zellen mit einer schwachen oder einer starken Ca?*-Antwort ergab, dass sich der Anteil
an T-Zellen mit einem Ca?*-Signal iiber 300nM von 70 % auf 44 % nach einer Inkubation
mit BZ194 reduzierte (Abbildung 4.14). Auch der Formindex und die Motilitdt wurden nach
dieser Gruppenbildung ausgewertet. Es zeigte sich, dass eine Inkubation mit BZ194 nicht
das Verhalten in diesen Gruppen verinderte. T-Zellen mit einer starken Ca?*-Antwort hat-
ten nach wie vor einen niedrigen Formindex und eine geringe Motilitét, T-Zellen mit einer

schwachen Ca?*-Antwort hingegen einen gréfieren Formindex und eine erhéhte Motilitéit.
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Abbildung 4.14: Inhibition des Ca2%t-Signals von Tygp-Zellen durch den spezifischen
NAADP-Antagonisten BZ194 ohne Beeinflussung der Zellform und der Motilitit. Astro-
zyten mit induzierter MHCII-Expression wurden zwei Stunden mit MBP inkubiert (10 pg/ml). Tyvpp-
Zellen wurden mit BZ194 inkubiert (¢=2mM fiir zwei Stunden in der Abwesenheit von Serum, ge-
folgt von 16 Stunden in der Anwesenheit von Serum, rechts) oder mit DMSO als Kontrolle behandelt
(Mitte). Als Negativkontrolle wurden die Astrozyten nicht mit MBP inkubiert (links). Die T-Zellen
wurden mit Fura-2 AM beladen, zu den Astrozyten gegeben und ihre Ca?"-Signale in der Zellsus-
pension gemessen. Obere Abbildung: Anteil an T-Zellen, die ein Ca®T-Signal iiber (starke Antwort)
oder unter (schwache Antwort) 300 nM [Ca®*]; in den ersten zehn Minuten nach der Kontaktbildung
zu einer Astrozyte aufweisen. Unten: Mittlere Verliufe (4/-SE) der T-Zellen fiir das Ca*"-Signal,
Formverdnderungen (definiert durch den Formindex) und die Motilitdt in den ersten zehn Minuten
nach der Kontaktbildung zu einer Astrozyte. Die jeweilige Mehrheit der T-Zellen ist in schwarz, die
Minderheit in grau dargestellt. Einzelne Zeitpunkte wurden auf Signifikanz {iberpriift. * P<0,0083
(Bonferroni-Korrektur fiir Mehrfachtestung).
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Die Unterscheidung beider Gruppen hinsichtlich des Formindexes und der Motilitéit war am
Ende der Messung signifikant. Es ldsst sich festhalten, dass BZ194 den Anteil an T-Zellen
mit einem hohen Ca?T-Signal reduziert, woraus im Mittel eine erhohte Beweglichkeit der
Gesamtheit der T-Zellen resultiert. Der Zusammenhang zwischen dem Ca?*-Signal, der Form
und der Motilitdt auf Einzelzellebene wird durch BZ194 jedoch nicht beeinflusst.

Bisher wurde die Wirkung von BZ194 in T-Zellen untersucht, die Kontakt zu ihrem spezifi-
schen Antigen MBP hatten. Es wurden jedoch auch schwache Ca?*-Signale in Tygp-Zellen
in der Abwesenheit des Antigens beobachtet. Bereits 1998 wurde beschrieben, dass dendriti-
sche Zellen in der Abwesenheit des spezifischen Antigens Ca?*-Signale in T-Zellen induzieren
konnen (Delon et al., 1998). Um eine mogliche Beteiligung von NAADP bei der Entstehung
von Ca 2Jr—Signalem in der Abwesenheit des spezifischen Antigens in Tygp-Zellen zu untersu-
chen, wurden Tygp-Zellen mit BZ194 inkubiert und zu Astrozyten gegeben, die zwar MHCII
auf ihrer Oberfliche exprimierten, aber kein MBP-Peptid prisentierten. Wiahrend der Kon-
taktbildung zu den Astrozyten wurden die Ca?"-Signale in den T-Zellen analysiert (Abbil-
dung 4.15). Im oberen Teil der Abbildung ist die Positivkontrolle mit MBP und ohne Inkuba-
tion mit BZ194 mit aufgetragen. Diese zeigte eine deutliche Signalentwicklung in den ersten
vier Minuten nach der Kontaktausbildung zu den Astrozyten mit einem lang anhaltenden
Anstieg auf knapp 300 nM [Cazﬂi. Zur besseren Ubersicht sind die Ca?"-Verliufe ohne Anti-
gen in dem unteren Teil der Abbildung vergroflert dargestellt. Unbehandelte T-Zellen zeigten
einen schwachen Anstieg der cytosolischen Ca?*-Konzentration von 20nM auf etwa 45nM.
Im Gegensatz dazu stieg die cytosolische Ca?T-Konzentration in BZ194-behandelten T-Zellen
um maximal 10nM an. Die Werte der cytosolischen Ca?*-Konzentration fiir unbehandelte
und BZ194-inkubierte T-Zellen unterschieden sich am Ende der Messung signifikant. Folglich
blockiert der spezifische NAADP-Inhibitor BZ194 die Entstehung von Antigen-unabhéngigen
Ca?*-Signalen in Typp-Zellen.

4.1.3 Parallele Analyse der Ca?*-Signale in Tygp-Zellen und Astrozyten im
Zweizellsystem

Bisher wurden die Ca2+—Signale von Typp-Zellen im Zweizellsystem analysiert. Es stellte
sich nun die Frage, ob in Astrozyten als Antigen-priasentierende Zellen durch den Kontakt
zu T-Zellen ebenfalls ein Ca?'-Signal ausgelost werden kann. Von der Arbeitsgruppe von
Prof. Trautmann (Paris, Frankreich) waren bereits Ca?"-Signale beschrieben worden, die in
dendritischen Zellen durch Zell-Zell-Interaktionen mit T-Zellen entstanden (Montes et al.,
1999). Es handelte sich dabei um globale Ca?"-Signale, die jedoch nur in 31 % der dendriti-
schen Zellen, die einen Kontakt zu einer T-Zelle ausbildeten, auftraten. Es wurde vermutet,
dass solche Ca?"-Signale einer verstirkten Chemokinsezernierung der dendritischen Zellen
und somit einem Anlocken weiterer T-Zellen dienen kénnten. Fiir die gleichzeitige Messung

der Ca?*-Signale in T-Zellen und in Astrozyten wurde neben Fura-2 AM als weiterer Ca?*-
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Abbildung 4.15: Inhibition des Ca?t-Signals von Tympp-Zellen durch den spezifischen
NAADP-Antagonisten BZ194 in der Abwesenheit von MBP. Astrozyten mit induzierter
MHCII-Expression wurden mit Ausnahme der Positivkontrolle unbehandelt belassen, d.h. sie wurden
nicht mit dem spezifischen Antigen inkubiert. Als Positivkontrolle erfolgte eine zweistiindige Inku-
bation mit MBP (10 ug/ml, +MBP). Typp-Zellen wurden mit BZ194 inkubiert (c=2mM fiir zwei
Stunden in der Abwesenheit von Serum, gefolgt von 16 Stunden in der Anwesenheit von Serum, -
MBP+BZ194) oder mit DMSO als Kontrolle behandelt (-MBP). Die T-Zellen wurden mit Fura-2 AM
beladen, zu den Astrozyten gegeben und ihre Ca?"-Signale in der Zellsuspension gemessen. Obere
Abbildung: Es sind die mittleren, globalen Ca?"-Signale von 36 (-MBP und -MBP+BZ194) bezie-
hungsweise 35 (+MBP) T-Zellen dargestellt. Untere Abbildung: Zur besseren Vergleichbarkeit wurde
der blau markierte Bereich der oberen Abbildung vergroBert dargestellt (4/-SE). Einzelne Zeitpunkte
wurden auf Signifikanz tiberpriift. * P<0,0071 (Bonferroni-Korrektur fiir Mehrfachtestung).
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sensitiver Fluoreszenzfarbstoff FuraRed AM eingesetzt. Da die T-Zellen sowohl von oben als
auch von der Seite Kontakte zu den Astrozyten ausbilden kénnen, hétte die Verwendung des-
selben Farbstoffes eine Unterscheidung der Ca?*-Signale unméglich gemacht. Fura Red AM
ist wie Fura-2 AM ein ratiometrischer Farbstoff, der bei 420 nm in der Calcium-gebundenen
und bei 480 nm in der Calcium-freien Form angeregt wird. Durch die Auswahl der entspre-
chenden Filter wurde gewéhrleistet, dass es zu moglichst wenig Interferenzen zwischen dem
Fluoreszenzsignal von Fura-2 AM und dem von FuraRed AM kam. In Vorversuchen wurde
zunéchst untersucht, ob das Messen eines Ca?*-Signals in T-Zellen mit Fura-2 AM und in
Astrozyten mit FuraRed AM mit dem ausgewéhlten Filtersystem moglich sei (siehe Mate-
rial und Methoden, Abbildung 3.3). Auflerdem wurde analysiert, in welchem Ausmaf sich
die Fluoreszenzen beider Farbstoffe wihrend der Messung beeinflussen. Zunéchst lief sich
feststellen, dass fiir beide Farbstoffe mit hohen Belichtungszeiten gearbeitet werden musste.
Dies ist vermutlich auf die Emissionsfilter zuriickzufiihren, die eine schmale Bandbreite auf-
wiesen, so dass nur ein Teil des Fluoreszenzlichtes durchgelassen wurde. Als Positivkontrolle
wurden T-Zellen mit Antikérpern gegen CD3 und Astrozyten mit ATP stimuliert. Fiir beide
Zelltypen konnten die Signale nach der Ratiobildung gut aufgelost werden und ein Signal,
das mit Fura-2 AM beobachtet wurde, schien nicht das Ratio von Fura Red AM zu beeinflus-
sen noch umgekehrt. Es fiel jedoch auf, dass die Hintergrundfluoreszenz bei einer Anregung
von 420nm durch die mit Fura-2 AM beladenen T-Zellen erhoht wurde. Falls sich die T-
Zelle auf einer Astroyzte befand, fiihrte dies lokal zu einer Erhohung des Verhéltnisses der
Fluoreszenzintensitdten bei 420 nm zu 480 nm. Irrtiimlicherweise hétte man so auf ein lokales
Ca?*-Signal geschlossen. Da jedoch die globale Ca?*-Konzentration der Astrozyten aufgrund
des betrichtlichen Groflienunterschiedes zu den T-Zellen davon nicht beeinflusst wurde, wur-
de dieser Faktor zunichst vernachlissigt. Nach den erfolgreichen Vorversuchen sollten nun
parallele Messungen der T-Zellen und der Astrozyten im Zweizellsystem am Fluoreszenzmi-
kroskop durchgefiihrt werden. Nach der Induktion der MHCII-Expression auf den Astrozyten
und der Inkubation mit dem spezifischen Antigen, wurden die Astrozyten mit FuraRed AM
beladen. Die Tygp-Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen und zu den Astrozyten gegeben.
Bei 40-facher Vergrofierung wurden von beiden Zelltypen parallel die Ca?*-Signale analysiert
(Abbildung 4.16). Im linken Teil der Abbildung sind alle Zellen dargestellt, die einen Kontakt
von mindestens zehn Minuten zueinander aufwiesen. In den T-Zellen war im Mittel ein deutli-
ches Ca?"-Signal zu erkennen, das von einem basalen Ratiowert von 0,4 auf knapp 0,8 in den
ersten fiinf Minuten nach Kontaktbeginn anstieg. Im Gegensatz dazu war in den Astrozyten
keine Veréinderung der basalen Ca?"-Konzentration zu beobachten. 71 % der T-Zellen wiesen
ein Ca?"-Signal mit einem Ratiowert iiber 0,8 auf. Diese wurden in der rechten Abbildung
noch einmal gesondert mit den entsprechenden Astrozyten aufgetragen. Doch auch in Astro-
zyten, die einen Kontakt zu T-Zellen mit einer starken Ca?*-Antwort ausbildeten, war kein

Ca?*-Signal zu erkennen.
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Abbildung 4.16: Analyse des Ca?t-Signals MBP-inkubierter Astrozyten in der Gegen-
wart von Tyigp-Zellen. Astrozyten mit induzierter MHCII-Expression wurden zwei Stunden mit
MBP inkubiert (10 pg/ml) und anschliefend mit FuraRed AM beladen. Die T-Zellen wurden mit
Fura-2 AM beladen, zu den Astrozyten gegeben und die Ca?"-Signale beider Zelltypen parallel in
der Zellsuspension gemessen. Es ist das mittlere Verhiltnis der Fluoreszenzintensitéiten bei einer An-
regung von 340 nm zu 380 nm (T-Zellen) beziechungsweise 420 nm zu 480 nm (Astrozyten) dargestellt.
Die Verldufe der Einzelzellen sind in grau, die des Mittelwertes in schwarz abgebildet. Es wurden
nur T-Zellen und Astroyzten in die Auswertung aufgenommen, die einen Kontakt zueinander ausbil-
den. Der Zeitpunkt Null definiert den Kontaktbeginn. Links sind die Ca?"-Verldufe fiir alle T-Zellen
(n=17) und Astrozyten (n=15) dargestellt und rechts diejenigen, bei denen die T-Zellen ein mittleres
Ratio von mindestens 0,8 aufweisen (T-Zellen: n=12; Astrozyten: n=11).

Um eine bessere rdumliche Auflésung zu erzielen, wurden die gleichen Messungen anschlieflend
bei 100-facher Vergroferung durchgefiihrt. In acht voneinander unabhéingigen Experimenten
konnten jedoch erneut keine Ca?t-Signale in den Astrozyten beobachtet werden. Die Abbil-
dung 4.17 zeigt eine der Messungen als Beispiel. Zwei T-Zellen bildeten dabei Kontakte zu
drei Astrozyten aus. In der oberen Hélfte der Abbildung sind die Verldufe des Ca?*-Signals
fiir die T-Zellen dargestellt. Die gelb markierte T-Zelle kam spéter in das Zellfeld und bilde-
te etwa zwei Minuten spéter als die rot markierte T-Zelle einen Kontakt zu den Astrozyten
aus. Sie begann jedoch wesentlich frither mit einem Ca?*-Signal. Beide T-Zellen zeigten einen
deutlichen Anstieg in der cytosolischen Ca?"-Konzentration von einem basalen Ratiowert von

etwa 0,45 auf einen Ratiowert von etwa 0,75.
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Abbildung 4.17: Das Ca?t-Signal von MBP-inkubierten Astrozyten in Kontakt mit
Tnep-Zellen bei 100-facher Vergroflerung. Astrozyten mit induzierter MHCII-Expression wur-
den zwei Stunden mit MBP inkubiert (10 ug/ml) und anschlieffend mit FuraRed AM beladen. Die
T-Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen, zu den Astrozyten gegeben und die Ca?"-Signale beider
Zelltypen parallel in der Zellsuspension gemessen. In der Bilderreihe sind Durchlichtbilder und farb-
kodierte Bilder der Zellen dargestellt. Die Zellen sind durch farbige Linien in den Durchlichtbildern
hervorgehoben, die ihrer Farbe im Diagramm entsprechen. Mafistab = 10 ym. Es ist das mittlere
Verhiiltnis der Fluoreszenzintensititen bei einer Anregung von 340nm zu 380 nm (T-Zellen) bezie-
hungsweise 420 nm zu 480 nm (Astrozyten) dargestellt. Als Positivkontrolle wurden die Astrozyten am
Ende der Messung mit ATP (100 M) stimuliert.

In der unteren Hilfte der Abbildung sind die Ca?*-Signale der Astrozyten dargestellt. Alle

drei Zellen zeigten keine Verinderung in ihrer globalen, basalen Ca?*-Konzentration, weder
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bei der Kontaktbildung mit den T-Zellen noch wihrend der Signalentwicklung in den T-
Zellen. Am Ende der Messung wurden die Astrozyten als Positivkontrolle mit 100 uM ATP
stimuliert, womit die Reaktivitit der Zellen bestitigt wurde. Es lédsst sich festhalten, dass in
dem Zweizellsystem eine gleichzeitige Messung der Ca?*-Signale von T-Zellen und Astrozyten
mit den Fluoreszenzfarbstoffen Fura-2 AM und Fura Red AM moglich ist. Jedoch konnte kein
Anstieg der globalen, cytosolischen Ca?*-Konzentration der Astrozyten nach dem Kontakt

mit Typp-Zellen nachgewiesen werden.

4.2 Die Bedeutung von NAADP fiir die Ca?*-Signalgebung in

Cardiomyozyten der Maus.

Der zweite Teil der Dissertation beschéftigte sich mit der Rolle von NAADP bei der Ent-
stehung zusitzlicher Ca?*-Transienten in Cardiomyozyten der Maus. Dafiir wurden Car-
diomyozyten jeweils frisch prapariert und ihr Ca?*-Signal bei konstanter Stimulation unter

verschiedenen Bedingungen am Fluoreszenzmikroskop gemessen.

4.2.1 Der Einfluss von Isoprenalin auf das Ca?*-Signal von feldstimulierten
Cardiomyozyten

Isoprenalin ist ein synthetisches Derivat des Noradrenalins und wird eingesetzt, um eine -
adrenerge Stimulation in Herzzellen zu erreichen. Durch die Aktivierung von (-adrenergen
Rezeptoren kommt es zur Bildung von ¢cAMP und der Aktivierung der PKA, die wieder-
um zahlreiche Zielproteine phosphoryliert. Diese Zielproteine spielen eine wesentliche Rolle
fir die Ca?"-Signalgebung und durch ihre Phosphorylierung kommt es zu dem positiv in-
otropen und lusitropen Effekt des Isoprenalins. Das bedeutet, dass die Kontraktionskraft
der Herzzellen erhoht und ihre Relaxation beschleunigt ist. Zunéchst wurde in murinen Car-
diomyozyten bei konstanter Feldstimulation die Wirkung von Isoprenalin iiberpriift (Abbil-
dung 4.18). Dazu wurden die Cardiomyozyten mit Indo-1 AM beladen und ihr Ca?*-Signal
am Fluoreszenzmikroskop verfolgt. In der Teilabbildung 4.18 A sind die Kinetiken von [Ca”]i
fiir repréasentative Einzelzellen fiir verschiedene Konzentrationen von Isoprenalin dargestellt.
Durch die Gabe von 10 nM Isoprenalin konnte die Amplitude des Ca?"-Signals im Vergleich
zur Kontrolle deutlich gesteigert werden. Zudem war die Abnahme des Ca?*-Signals und
damit die Relaxation beschleunigt. Bei einer weiteren Erhohung der Isoprenalinkonzentrati-
on auf 25nM wurden nicht nur eine verstéirkte Kontraktion und beschleunigte Relaxation,
sondern auch zusitzliche Ca?*-Transienten beobachtet, die zwischen den einzelnen Stimula-
tionen auftraten. Die Anzahl dieser zusitzlichen Ca?T-Transienten nahm mit der Erhéhung
der Isoprenalinkonzentration auf 50 nM weiter zu. In Teilabbildung 4.18 B ist eine Stimulation

der Beispielzelle aus Abbildung A fiir 25 nM Isoprenalin vergroflert dargestellt.
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Abbildung 4.18: Einfluss von Isoprenalin auf das Ca?"-Signal von feldstimulierten Car-
diomyozyten. Die Cardiomyozyten wurden auf Laminin ausgeséit, mit Indo-1 AM beladen und jeweils
fiinf Minuten vor dem Beginn der Messung mit den angegebenen Konzentrationen an Isoprenalin bei
RT inkubiert. Wihrend der Messung der Ca?"-Signale in der Zellsuspension wurden die Cardiomyozy-
ten mit 0,551 stimuliert. A) Es sind reprisentative Einzelzellen fiir die jeweilige Kondition angegeben.
Als MaB fiir die intrazellulire Ca?"-Konzentration ist das mittlere Verhiltnis der Fluoreszenzinten-
sitét bei einer Emissionswellenléinge von 405 nm zu der Fluoreszenzintensitét bei 485 nm dargestellt. B)
Der blau markierte Bereich aus der Abbildung A wurde vergrofiert dargestellt. Es sind ein Durchlicht-
bild der Zelle und farbkodierte Bilder zu verschiedenen Zeitpunkten (mit gestrichelter Linie markiert)
dargestellt. Mafistab = 20 pum.
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Die hinzugefiigten farbkodierten Bilder verdeutlichen die Entwicklung des Ca?*-Signals in
der Zelle sowie ihre Kontraktion. Nach der Beobachtung von zusitzlichen Ca?*-Transienten
in den Cardiomyozyten bei der Stimulation mit Isoprenalin wurden weitere Konzentrationen
im Bereich von 1 bis 200 nM getestet. Fiir die Auswertung wurde nicht nur die Anzahl der
zusitzlichen Ca?T-Transienten pro Stimulation, sondern auch die Amplitude des ersten Ca?*-
Peaks (angegeben in Ratioeinheiten (R.E.)) sowie die Abnahme des Ca?"-Signals bestimmt.
Die Abnahme des Ca?*-Signals wird durch die reziproke Zeitkonstante wiedergegeben. Fiir
jede Auswertung wurden Konzentrationswirkungskurven erstellt, die in Abbildung 4.19 dar-

gestellt sind.
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Abbildung 4.19: Peakanzahl, Amplitude und Zeitkonstante in Abhingigkeit von der Iso-
prenalinkonzentration. Fiir die angegebenen Isoprenalinkonzentrationen wurden die Peakanzahl pro
Stimulation, die Amplitude des Peaks und die Abnahme des Ca?"-Signals, wiedergegeben durch die
reziproke Zeitkonstante, bestimmt. Die Kurvenanpassung erfolgte mittels eines 4-Parameter Hill-Plots
(Mittelwert +SE). Die gestrichelte Linie markiert jeweils den ECsq. ** P<0,005; *** P<0,001.

Zusiitzliche Ca?T-Transienten traten ab einer Konzentration von 10 nM Isoprenalin signifikant
gegeniiber der Kontrolle auf. Ab einer Konzentration von 50 nM Isoprenalin war der Effekt bei
einer mittleren Peakanzahl zwischen drei und dreieinhalb Peaks pro Stimulation geséttigt. Die
Amplitude konnte mit Isoprenalin um iiber 100 % gesteigert werden. Die reziproke Zeitkon-
stante nahm mit Isoprenalin von 3,45~ auf 10,1s~! zu. Es fiel auf, dass sich der ECso-Wert
fiir die Peakanzahl deutlich von den Werten fiir die Amplitude und die reziproke Zeitkonstante
unterschied. Der ECgq fiir die Peakanzahl lag bei 22nM Isoprenalin. Eine mittlere Peakan-
zahl von 1,9 pro Stimulation entsprach dabei 24 % des maximalen Effektes von Isoprenalin.

Ein Anstieg der Amplitude sowie der reziproken Zeitkonstante war bereits bei einer nied-
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rigeren Isoprenalinkonzentration zu beobachten mit einem ECsy von 4nM beziehungsweise
6 nM. So erreichte die Amplitude bei 10 nM Isoprenalin bereits 83 % des Maximalwertes und
die reziproke Zeitkonstante 60 %. Es lisst sich festhalten, dass Isoprenalin nicht nur einen lu-
sitropen und inotropen Effekt auf die murinen Cardiomyozyten ausiibt, sondern bei héheren

Konzentrationen auch in der Lage ist, zusiitzliche Ca?*-Transienten hervorzurufen.

4.2.2 Der Einfluss des spezifischen NAADP-Inhibitors BZ194 auf die Anzahl
zusitzlicher Ca*-Transienten in Cardiomyozyten

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob der Ca ?*-freisetzende sekundére Botenstoff NAADP
eine Rolle bei der Erzeugung zusitzlicher Ca?*-Transienten nach der Stimulation mit Iso-
prenalin spielt. Dazu stand der spezifische NAADP-Inhibitor BZ194 zur Verfiigung, der be-
reits erfolgreich in T-Zellen getestet worden war (Dammermann et al. (2009) und Teil 4.1.2
der vorliegenden Arbeit). Die Cardiomyozyten wurden mit zwei verschiedenen Konzentratio-
nen an BZ194, 0,5 und 1 mM, fiir eine Stunde inkubiert und ihre Ca?*-Signale bei konstanter
Feldstimulation analysiert. Da BZ194 in DMSO gelost wurde, wurden 0,25 % (v/v) DMSO
als Kontrolle eingesetzt. Die Ergebnisse fiir die Peakanzahl, die Amplitude und die reziproke
Zeitkonstante sind in Abbildung 4.20 dargestellt. Mit 0,5 mM BZ194 konnte eine deutliche
Reduktion der zusiitzlichen Ca?*-Transienten in der Anwesenheit von Isoprenalin erzielt wer-
den, die signifikant zur Isoprenalinkontrolle ohne BZ194 war. Dieser Effekt wurde durch die
doppelte Konzentration an BZ194 noch gesteigert, so dass mit 1mM BZ194 nur noch ein
Ca?T-Peak pro Stimulation wie unter Kontrollbedingungen ohne Isoprenalin auftrat. Beide
Konzentrationen an BZ194 hatten keinen Effekt auf die Ca?*-Amplitude. Allerdings kam
es zu einer signifikanten Reduktion der reziproken Zeitkonstante mit 1mM BZ194 in der

Anwesenheit von Isoprenalin von 10s~! auf 8, 557

4.2.3 Die Induktion zusitzlicher Ca?*-Transienten in Cardiomyozyten durch
cAMP-Analoga

Zwar konnten mit dem NAADP-Antagonisten BZ194 zusitzliche Ca?T-Transienten in Car-
diomyozyten nach Stimulation mit Isoprenalin vehindert werden. Jedoch war zu diesem Zeit-
punkt unklar, auf welchem Wege die zusétzlichen Ca ?*-Transienten entstehen und an welchem
Punkt in dem Signalweg BZ194 eingreift. Es ist beschrieben, dass nach der S-adrenergen Sti-
mulation durch die Bildung von cAMP die PKA und das exchange protein activated by cAMP
(Epac) aktiviert werden. Der Aktivierung von Epac nachfolgend wird ein Signalweg postu-
liert, der iiber die Phospholipase C-e die CaMKII aktiviert (Oestreich et al., 2007, 2009). Die
CaMKII phosphoryliert {iberwiegend dieselben Zielproteine wie die PKA, jedoch an unter-
schiedlichen Aminosédureresten. Um die Aktivierung dieser beiden Signalwege unterscheiden
zu kénnen, wurden Analoga von cAMP eingesetzt, die bevorzugt die PKA oder Epac aktivie-

ren.
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Abbildung 4.20: Reduktion der Anzahl zusitzlicher Ca?t-Transienten in Cardiomyozy-
ten durch den spezifischen NA ADP-Inhibitor BZ194. Die Cardiomyozyten wurden auf Laminin
ausgesit, mit Indo-1 AM beladen und mit der angegebenen Konzentration BZ194 fiir eine Stunde bei
37°C und 2% CO, im Brutschrank inkubiert. Als Kontrolle wurden 0,25 % (v/v) DMSO eingesetzt.
Gegebenenfalls wurden die Zellen vor Beginn der Messung mit 200 nM Isoprenalin bei RT inkubiert.
Wiihrend der Messung der Ca?*-Signale in der Zellsuspension wurden die Cardiomyozyten mit 0,55
stimuliert. Es ist jeweils der Mittelwert der Peakanzahl, der Amplitude und der reziproken Zeitkon-
stante +SE angegeben. ** P<0,005; *** P<0,001.

Fiir die Aktivierung der PKA wurde 6-Benzoyl-cAMP (6-Bnz-cAMP) und fiir die Aktivie-
rung von Epac 8-pCPT-2-0O-Me-cAMP (8-pCPT) eingesetzt. 8-pCPT weist eine deutlich
hohere Membranpermeabilitdt als das 6-Bnz-cAMP auf, so dass es in geringeren Konzentra-
tionen und mit kiirzerer Inkubationszeit verwendet wurde. Diese richteten sich nach bisherigen
Veroffentlichungen (Oestreich et al., 2007, 2009). Es stellte sich heraus, dass nur das PKA-
selektive cAMP-Analogon 6-Bnz-cAMP in der Lage war, zusitzliche Ca?*-Transienten in den

Cardiomyozyten bei konstanter Feldstimulation hervorzurufen (Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Induktion von zusiitzlichen Ca?T-Transienten in Cardiomyozyten durch
cAMP-Analoga. Die Cardiomyozyten wurden auf Laminin ausgeséit und mit Indo-1 AM beladen.
Fiir die Aktivierung von Epac wurden die Zellen fiinf Minuten vor dem Beginn der Messung mit
10 uM des cAMP-Analogons 8-pCPT inkubiert und fiir die Aktivierung von PKA 20 Minuten mit
300 uM des cAMP-Analogons 6-Bnz-cAMP. Als Positivkontrolle wurden die Zellen fiinf Minuten vor
dem Beginn der Messung mit 200 nM Isoprenalin inkubiert. Alle Inkubationen erfolgten bei RT. Als
Negativkontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet. Withrend der Messung der Ca?"-Signale in
der Zellsuspension wurden die Cardiomyozyten mit 0,5s~! stimuliert. Es ist jeweils der Mittelwert der
Peakanzahl, der Amplitude und der reziproken Zeitkonstante +SE angegeben. n.s. P>0,05; * P<0,05;
** P<0,005; *** P<0,001.

Der Mittelwert fiir die Peakanzahl lag zwischen drei und vier Peaks pro Stimulation. Er war
damit vergleichbar zur Kontrolle mit 200 nM Isoprenalin mit etwa drei Peaks pro Stimulation
und signifikant erhoht gegeniiber der Negativkontrolle ohne Stimulation. Das Epac-selektive
c¢AMP-Analogon 8-pCPT zeigte hingegen keinen Effekt auf die Anzahl der Ca?*-Peaks pro
Elektrostimulation. Der Effekt von 6-Bnz-cAMP auf die Amplitude und die reziproke Zeitkon-

stante war ebenfalls vergleichbar mit der Wirkung von 200 nM Isoprenalin. Beide induzierten
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einen deutlichen Anstieg in der Amplitude des Ca?*-Peaks um 76 % fiir Isoprenalin und 50 %
fiir 6-Bnz-cAMP. Die Relaxation war deutlich beschleunigt gegeniiber der Negativkontrolle,
mit einem signifikanten Anstieg der reziproken Zeitkonstante von 4,6 s~! fiir die Kontrolle auf
11,7s~! fiir Isoprenalin und 10,7 s~ fiir 6-Bnz-cAMP. Auch hier zeigte 8-pCPT keine Wirkung
und war vergleichbar mit der Negativkontrolle. Zusitzliche Ca?*-Transienten konnten in mu-
rinen Cardiomyozyten demnach allein durch eine selektive Aktivierung des PKA-Signalweges

induziert werden.

4.2.4 Die Rolle der CaMKII fiir die Entstehung von zusatzlichen
Ca?*-Transienten in Cardiomyozyten

Die Aktivierung der CaMKII durch das Epac wird zwar kontrovers diskutiert, jedoch kann die
CaMKII nach einer -adrenergen Stimulation auch PKA-abhéngig aktiviert werden (Ferrero
et al., 2007). Zudem konnte gezeigt werden, dass die CaMKII die Entwicklung von Arrhyth-
mien bei Herzversagen begiinstigen kann (Sag et al., 2009). Daher sollte untersucht werden,
ob die CaMKII eine Rolle fiir die Entstehung zusitzlicher Ca?*-Transienten in dem hier
verwendeten System spielt. Zur Inhibition der Aktivitdt der CaMKII wurde der Inhibitor
KN-93 eingesetzt. Als Kontrolle fiir KN-93 wurde das inaktive Analogon KN-92 verwendet.
Die Cardiomyozyten wurden bei konstanter elektrischer Stimulation zusétzlich mit Isoprena-
lin stimuliert und ihre Ca?*-Signale analysiert. In der Abbildung 4.22 sind die Mittelwerte fiir
die Peakanzahl, die Amplitude und die reziproke Zeitkonstante dargestellt. In der Gegenwart
von 200 nM Isoprenalin stieg der Mittelwert der Peakanzahl wie zuvor auf iiber drei Peaks pro
Stimulation an. Im linken, oberen Teil der Abbildung kann beobachtet werden, dass die Ein-
zelwerte fiir die Peakanzahl von einem bis zu iiber acht Peaks pro Stimulation breit gestreut
waren. Durch die Inhibition der CaMKII mit dem Inhibitor KN-93 konnte die Entstehung
zusiitzlicher Ca?*-Transienten fast vollstéindig blockiert werden. Nur noch vier von 23 Zellen
zeigten im Mittel mehr als 1,5 Peaks pro Stimulation. Allerdings wurde auch mit dem in-
aktiven Analogon KN-92 eine betriichtliche Reduktion zusitzlicher Ca?*-Transienten auf im
Mittel zwei Peaks pro Stimulation erreicht. Auf die Amplitude und die reziproke Zeitkonstante
hatten weder KN-93 noch KN-92 einen Einfluss.

Um eine spezifischere Inihibition der CaMKII zu erreichen, wurde das Autocamtide 2-related
inhibitory peptide (AIP) eingesetzt. Das AIP wurde in einer membrangéingigen Version ver-
wendet und mit zwei verschiedenen Inkubationszeiten getestet. Zunéichst wurde nach einer
Veroffentlichung eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur verwendet (Curran et al.,
2007). Das AIP war wéhrend der direkt anschlieBend durchgefiihrten Messung abwesend.
Um mogliche Auswascheffekte gering zu halten, wurden die Zellen maximal fiir eine halbe
Stunde vermessen. Die Ergebnisse fiir die Peakanzahl sind im linken Teil der Abbildung 4.23
dargestellt.
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Abbildung 4.22: Inhibition von zusitzlichen Ca?T-Transienten in Cardiomyozyten durch
den CaMKII-Inhibitor KN-93. Die Cardiomyozyten wurden auf Laminin ausgesit und mit Indo-
1 AM beladen. Fiir die Inhibition der CaMKII erfolgte eine 20-miniitige Inkubation bei RT mit
1uM KN-93. Als Kontrolle wurde 1M KN-92 eingesetzt, beziehungsweise 0,1 % (v/v) DMSO als
Negativkontrolle. Fiir eine S-adrenerge Stimulation wurden die Zellen fiinf Minuten vor dem Beginn
der Messung mit 200nM Isoprenalin bei RT inkubiert. Wihrend der Messung der Ca?"-Signale in
der Zellsuspension wurden die Cardiomyozyten mit 0,55~ stimuliert. Es ist jeweils der Mittelwert der
Peakanzahl, der Amplitude und der reziproken Zeitkonstante +SE angegeben. Die linke, obere Ab-
bildung gibt zusitzlich die Einzelwerte der Zellen (Kreuz), die Mittelwerte (Punkt) und die Mediane
(waagerechter Strich) fiir die Peakanzahl wieder. n.s. P>0,0083; *** P<0,001.

Bei einer Stimulation mit 200 nM Isoprenalin lief§ sich mit dem AIP nur eine leichte Reduk-
tion der Anzahl zusitzlicher Ca?"-Transienten erzielen, die jedoch nicht signifikant war. Da
die Qualitéit der Zellen durch die lange Inkubationszeit beeintrichtigt wurde und das AIP
eine hohe Membranpermeabilitdt aufweisen sollte, wurde die Inkubationszeit anschlieflend
auf 30 Minuten reduziert. Aulerdem war das AIP wihrend der Messung anwesend. Auch
in diesem Experiment konnte durch die Inkubation mit dem AIP kein Effekt auf die Entste-
hung zusitzlicher Ca?*-Transienten in der Anwesenheit von Isoprenalin nachgewiesen werden
(rechtes Diagramm in Abbildung 4.23). Die spezifische Inhibition der CaMKII durch das AIP

reicht demzufolge nicht aus, die Induktion zusiitzlicher Ca?*-Transienten nach S-adrenerger
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Abbildung 4.23: Einfluss der CaMKII auf die Ca2?t-Transienten von Cardiomyozyten.
Die Cardiomyozyten wurden auf Laminin ausgesét und mit Indo-1 AM beladen. Fiir die Inhibition der
CaMKII wurden die Zellen mit 1 uM des Peptids AIP wie angegeben bei RT inkubiert. Als Kontrolle
wurden unbehandelte Zellen eingesetzt. Fiir eine S-adrenerge Stimulation wurden die Zellen fiinf Minu-
ten vor dem Beginn der Messung mit 200 nM Isoprenalin bei RT inkubiert. Wahrend der Messung der
Ca?T-Signale in der Zellsuspension wurden die Cardiomyozyten mit 0,55~ stimuliert. Es ist jeweils
der Mittelwert der Peakanzahl +SE angegeben. n.s. P>0,05.

4.2.5 Der Effekt von Bafilomycin Al auf zusitzliche Ca?*-Transienten in
murinen Cardiomyozyten

Neben dem sarcoplasmatischen Reticulum wurden Lysosomen als weitere Ca?*-Speicher in
Cardiomyozyten beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass NAADP die Ca?T-Amplitude
sowohl von globalen Ca?"-Signalen als auch von Ca?*-Sparks in Cardiomyozyten steigert und
dieser Effekt durch Bafilomycin A1 inhibiert werden kann (Macgregor et al., 2007a). Bafilomy-
cin A1 inhibiert die HT-ATPase der Lysosomen, wodurch der Protonengradient und als Folge
dessen auch der Calciumgradient zwischen den Lysosomen und dem Cytoplasma verloren
gehen. Somit kann kein weiteres Calcium aus den Lysosomen freigesetzt werden. Auflerdem
wurde gezeigt, dass durch die Perfusion mit Isoprenalin die NAADP-Konzentration in den
Cardiomyozyten erhéht wird. Es wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass NAADP Ca?*-
Ionen durch die Aktivierung eines bisher unbekannten Kanals aus den Lyosomen freisetzt. Da
zusiitzliche Ca?t-Transienten mit dem NAADP-spezifischen Inhibitor BZ194 blockiert werden
konnten, sollte mit der Verwendung von Bafilomycin A1l getestet werden, ob die Lysosomen
woméglich an der Entstehung dieser zusiitzlichen Ca?t-Transienten beteiligt sein kénnten.

Zunichst wurde die Funktionalitdt von Bafilomycin Al in Cardiomyozyten iiberpriift. Dafiir
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wurden Cardiomyozyten mit Bafilomycin A1 behandelt und anschlieend die Lysosomen mit
LysoTracker® Red angefiirbt. Dieser Farbstoff ist eine schwache Base und héuft sich aus
diesem Grund bevorzugt in sauren Vesikeln an. Steigt der pH-Wert in diesen Vesikeln durch
die Zerstorung des Protonengradienten, zum Beispiel mit Bafilomycin Al, kommt es zu kei-
ner Anfarbung der Lysosomen mehr. Nach der Farbung wurden bei 100-facher Vergréflerung
Bilder von jeweils acht Zellen pro Bedingung am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Mit
Hilfe eines Piezosteppers konnten mehrere Ebenen pro Zelle aufgenommen werden und eine
anschlieBende Dekonvolution ermoglichte die Entfernung des Streulichtes (Abbildung 4.24).
In der Teilabbildung 4.24 A ist jeweils eine Ebene von représentativen Einzelzellen fiir die Be-
handlung mit 1 gM Bafilomycin A1 (rechts) oder mit DMSO als Kontrolle (links) dargestellt.
Ohne Bafilomycin A1l waren iiber die gesamte Fliche der Zelle Lysosomen verteilt. Nach der
Behandlung mit Bafilomycin Al konnten hingegen keine Lysosomen mehr nachgewiesen wer-
den. Es wurde eine quantitative Auswertung angeschlossen, bei der die Anzahl der Lysosomen
und die Fluoreszenzintensitit pro Zelle bestimmt wurden (Teilabbildung 4.24 B). Auch hier
lief} sich feststellen, dass nach der Behandlung mit 1 M Bafilomycin Al keine Lysosomen
mehr detektiert werden konnten. Bei einer Halbierung der Konzentration auf 0,5 uM wirkte
Bafilomycin A1l noch bei sieben von acht Zellen.

Fiir die nachfolgenden Versuche wurden die Cardiomyozyten mit 1 4M Bafilomycin A1 inku-
biert. Es wurden die Ca?*-Signale bei konstanter Elektrostimulation in der An- und Abwe-
senheit von Isoprenalin untersucht (Abbildung 4.25). Wie zuvor zeigten die Cardiomyozyten
nach der Stimulation mit Isoprenalin vermehrt zusitzliche Ca?*-Transienten mit einem Mit-
telwert von iiber drei Peaks pro Elektrostimulation. Die Vorinkubation mit Bafilomycin Al
blockierte die Entstehung zusitzlicher Ca?*-Transienten fast vollstindig. Die Mehrheit der
Zellen zeigte nur noch einen Peak pro Stimulation. Der Effekt von Bafilomycin A1 auf die Ent-
stehung zusitzlicher Ca?*-Transienten war hochst signifikant. Die Amplitude wurde durch die
Behandlung mit Bafilomycin A1l nicht beeinflusst. Allerdings zeigte sich in der Anwesenheit
von Isoprenalin eine signifikante Reduktion der reziproken Zeitkonstante nach der Inkuba-
tion mit Bafilomycin Al von 11s~1 auf 8,6 s~ 1. Durch die Inhibition der H*-ATPase mit
Bafilomycin Al kénnen folglich durch Isoprenalin-verursachte zusétzliche Ca?*-Transienten

verhindert werden.
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Abbildung 4.24: Effekt von Bafilomycin A1l auf die Lysosomen von Cardiomyozyten. Die
Cardiomyozyten wurden auf Laminin ausgesit und mit 0,5 oder 1 uM Bafilomycin A1 fiir 20 Minuten
bei RT inkubiert. Als Kontrolle wurden 0,4 % (v/v) DMSO verwendet. Zur Anférbung der Lysosomen
wurden die Zellen anschlieBend 20 Minuten mit 75 nM LysoTracker® Red bei RT inkubiert. Fiir je-
de Bedingung wurden Fluoreszenzbilder von acht Zellen bei 100-facher Vergréflerung aufgenommen.
Dabei wurden mit Hilfe eines Piezosteppers 150 Bilder pro Zelle mit einem Abstand von 200 nm aufge-
nommen, die anschliefend dekonvolviert wurden (Algorithmus: Néchster Nachbar mit zehn Nachbarn;
Removal = 0,66; Verstirkung = 2,45; Offset = -336). A) Es ist jeweils ein Durchlichtbild (oben) und
ein Fluoreszenzbild (unten, eine Ebene der Zelle) einer repriisentativen Einzelzelle fiir die Kontrolle und
die Inkubation mit 1 pM Bafilomycin Al dargestellt. Mafstab = 10 um. B) Fiir die Auswertung wur-
den die 80 mittleren Aufnahmen der Fluoreszenzbilder zusammengefiigt. Die linke Abbildung zeigt
die Anzahl der Lysosomen pro Zelle (Kreuz) und den Mittelwert (Plus-Zeichen) +/-SE. Die rechte
Abbildung stellt den Mittelwert der Fluoreszenzintensitéit pro Zelle +SE dar.
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Abbildung 4.25: Reduktion der Anzahl zusitzlicher Ca?T-Transienten durch Bafilomy-
cin A1l. Die Cardiomyozyten wurden auf Laminin ausgesidt und mit Indo-1 AM beladen. Fiir die
Inhibition der lysosomalen H"-ATPase wurden die Zellen fiir 20 Minuten mit 1 M Bafilomycin A1l
bei RT inkubiert. Als Kontrolle wurden 0,25 % (v/v) DMSO verwendet. Fiir eine S-adrenerge Stimu-
lation wurden die Zellen fiinf Minuten vor dem Beginn der Messung mit 200 nM Isoprenalin bei RT
inkubiert. Wéhrend der Messung der Ca?"-Signale in der Zellsuspension wurden die Cardiomyozyten
mit 0,55~ ! stimuliert. Es ist jeweils der Mittelwert der Peakanzahl, der Amplitude und der reziproken
Zeitkonstante +SE angegeben. Die linke, obere Abbildung gibt zusétzlich die Einzelwerte der Zellen
(Kreuz), die Mittelwerte (Punkt) und die Mediane (waagerechter Strich) fiir die Peakanzahl wieder.
ik P<0,001.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in unserem Messsystem ab einer Konzentrati-
on von 10nM Isoprenalin zusitzliche Ca?*-Transienten in murinen Cardiomyozten induziert
werden konnen. Der Aktivierung des S-adrenergen Rezeptors nachfolgend kénnen diese spon-
tanen Ca?"-Ereignisse durch eine spezifische Aktivierung des PKA-Signalweges entstehen.
Durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren fiir die HY-ATPase der Lysosomen und des Ca?*-
freisetzenden sekundiren Botenstoffes NAADP konnten zusitzliche Ca?*-Transienten ver-
hindert werden. Dies lésst auf eine Beteiligung von NAADP und den sauren Vesikeln an der

Entstehung dieser proarrhythmischen Ereignisse schlieflen.
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5 Diskussion

5.1 Modellsysteme fiir die Analyse der Ca?*-Signalgebung von

T-Zellen und Cardiomyozyten auf Einzelzellebene

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Zellmodelle verwendet, um die Ca?*-
Signalgebung in T-Zellen und in ventrikuldren Cardiomyozyten zu untersuchen. Die Modelle
wurden derart gewihlt, dass die in vivo Situation moglichst realitédtsnah reflektiert wurde.
Dabei konnte fiir die T-Zellen ein Zweizellsystem erfolgreich etabliert werden, in dem primére,
MBP-spezifische T-Zellen der Ratte mit Astrozyten als Antigen-priasentierende Zellen stimu-
liert wurden. Da die bisher in der Arbeitsgruppe durchgefiihrte Aktivierung mit Antikorpern
erreicht worden war, konnte durch den Einsatz des Zweizellsystems eine physiologischere Art
der Stimulation erreicht werden.

In Cardiomyozyten lie sich das elektrisch stimulierte Ca?*-Signal mit dem Ca?"-sensitiven
Farbstoff Indo-1 auf Einzelzellebene verfolgen. Durch die g-adrenerge Stimulation mit Iso-
prenalin wurden zusitzliche Ca?*-Transienten erzeugt, die durch die strenge Kopplung zwi-
schen Anregung und Kontraktion einer Herzzelle auch zusétzliche Kontraktionen zur Folge
hatten. Dieser proarrhythmische Effekt des Isoprenalins diente als Modell fiir Rhythmus-
storungen im gesamten Organ. Im Folgenden sollen die gewéhlten Modelle mit bisherigen

Analysen verglichen und ihre Relevanz fiir die Situation in vivo diskutiert werden.

5.1.1 Das Zweizellsystem zur Aktivierung von T-Zellen
Die Aktivierung von T-Zellen in vitro

Fiir die Aktivierung von T-Zellen in vitro gibt es verschiedene Mdoglichkeiten. Weit verbreitet
ist die Aktivierung mit Antikérpern, die sich gegen den CD3-Komplex, der mit dem TCR
assoziiert ist, richten (Abbildung 5.1). Eine Kostimulation kann mit Antikérpern gegen CD28
erreicht werden. Der Vorteil dieser Methode ist sicherlich, dass sie einfach durchzufiihren
ist. AuBlerdem kann sie sowohl mit 16slichen als auch mit immobilisierten Antikorpern statt-
finden, so dass T-Zellen zum Beispiel am Fluorimeter, aber auch am Fluoreszenzmikroskop
verfolgt werden konnen. Diese Methode hat jedoch auch einige Nachteile. Bei der Verwen-
dung von Antikérpern in Loésung erfolgt die Aktivierung rdumlich vollig ungerichtet, das
heifit, auf der gesamten Oberfliche der T-Zelle kénnen Antikorper binden. In vivo kommt

es stattdessen zu einer Polarisierung der T-Zelle und zur Ausbildung einer Immunologischen



Diskussion 88

Synapse (Monks et al., 1998). Im Verlauf der Polarisierung finden zudem starke Umstruk-
turierungen statt, die die Form der T-Zelle verdndern. Eine Kopplung des Antikérpers an
eine Oberflache erlaubt zwar die gerichtete Aktivierung der T-Zelle, jedoch ist dieses Modell
starr. Die Molekiile kénnen sich nicht wie in der Plasmamembran lateral bewegen. Ahnlich
verhélt es sich mit der Aktivierung iiber Lektine. Eine Verbesserung wird dadurch erreicht,
dass Antikorper an Kugeln gekoppelt werden, wodurch die Form einer Zelle imitiert werden
kann. Eine Weiterentwicklung war die Einfithrung von Lipiddoppelschichten, in die CD3-
Antikoérper und weitere kostimulatorische Molekiile eingebracht wurden (McConnell et al.,
1986). Die Antikorper sind in der Membran beweglich und durch die hohe Flexibilitéit kann
eine Polarisierung der T-Zelle erreicht werden. Allerdings werden in diesem Modell mogliche

Reaktionen einer Antigen-présentierenden Zelle aufler Acht gelassen.

Y Antikorper
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Abbildung 5.1: Stimulationsmoglichkeiten fiir T-Zellen in vitro. Bei der Stimulation von T-
Zellen iiber Antikérper werden meist a-CD3 Antikorper eingesetzt. Eine Kostimulation ist begrenzt
moglich, indem Antikorper gegen CD28 hinzugefiigt werden. Bei Kugeln werden hiufig aCD4 oder
aCD8 fiir eine verstiarkte Wecheslwirkung verwendet. Eine erweiterte Kostimulation wird in Lipid-
doppelschichten erreicht, in die zusétzlich zu den Antikérpern zum Beispiel Adhésionsmolekiile wie
ICAM1 eingebracht werden kénnen. Eine vollstédndige Kostimulation mit maximaler Beweglichkeit
der Molekiile tritt jedoch nur bei der Verwendung von Antigen-priisentierenden Zellen (APC) ein, die
das Antigen im Komplex mit einem MHC-Molekiil (pMHC) auf ihrer Oberfliche prisentieren. Nur in
diesem Fall wird die Spezifitéit des T-Zellrezeptors (TCR) bei der Stimulation ausgenutzt.

Bei der Verwendung von Zweizellsystemen wird die experimentelle Aktivierung durch Antigen-
prisentierende Zellen ersetzt. Der grofie Vorteil dieser Methode ist, dass dabei die Antigenspe-
zifitét des TCR ausgenutzt wird und die T-Zelle aulerdem durch die Antigen-présentierende
Zelle alle stimulatorischen oder inhibitorischen Signale erhélt, denen sie auch in vivo ausge-
setzt wire. In der vorliegenden Arbeit wurden MBP-spezifische T-Zellen verwendet, die eine
Rolle bei der Entwicklung der EAE, einem Tiermodell fiir die Multiple Sklerose in der Ratte,
spielen (siehe Ergebnisteil 4.1). Zudem wurden mit der Astrozytenzelllinie F10 Gliazellen des
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ZNS als Antigen-prisentierende Zellen verwendet. Auf diese Weise wurde versucht, Aspekte
des in vivo Modells EAE in unser in wvitro Modell zu integrieren. Ferner konnte durch die
Verwendung polyklonaler T-Zellen das gesamte Spektrum an T-Zellantworten auf Peptide
des Proteins MBP analysiert werden. Falls die Antwort auf ein bestimmtes Antigen von In-
teresse ist, zum Beispiel bei einer Immunmodulation, kénnen in einem Zweizellsystem auch
T-Zellklone verwendet werden. So kann durch Verdnderungen einzelner Aminosduren im an-
tigenen Peptid die T-Zellantwort gesteigert oder verringert werden und untersucht werden,
welche Aminoséuren dominant in der Wechselwirkung mit dem TCR sind (Hemmer et al.,
2000).

Die ersten Arbeiten zur Aktivierung von T-Zellen mit Antigen-priasentierenden Zellen stam-
men von der Arbeitsgruppe von Prof. Trautmann aus den 90er Jahren. Zunéchst wurden mu-
rine Fibroblasten, die mit MHCII transfiziert worden waren, als Antigen-présentierende Zellen
zur Stimulation eines Diphtherietoxin-spezifischen T-Zellklons verwendet (Donnadieu et al.,
1994). Die Interaktion der T-Zellen mit den “kiinstlichen” Antigen-présentierenden Zellen lief3
sich in drei Phasen einteilen: (i) Das Scannen der Oberfldche der Antigen-présentierenden Zelle
durch die T-Zelle auf der Suche nach ihrem spezifischen Antigen. (ii) Die Immobilisierung und
Abrundung der T-Zelle beim Signalbeginn. (iii) Das Ausbreiten der T-Zelle auf der Antigen-
prisentierenden Zelle. Eine Ca?"-Antwort wurde in fiinf bis 40 % der T-Zellen in der zweiten
bis zehnten Minute nach dem Beginn der Interaktion mit einer Antigen-prasentierenden Zelle
beobachtet. Es traten iiberwiegend Ca?"-Oszillationen auf.

In spéteren Arbeiten wurden dendritische Zellen und B-Zellen als professionelle Antigen-
prasentierende Zellen verwendet (Delon et al., 1998; Montes et al., 1999). Es stellte sich
heraus, dass dendritische Zellen wesentlich effektiver als B-Zellen naive T-Zellen aktivieren
konnen (Delon et al., 1998). Maximal wurde mit dendritischen Zellen in 55 % der T-Zellen ein
Ca?*-Signal iiber 200 nM erreicht, bei B-Zellen waren es nur 25 %. Das Ca?*-Signal lief sich
in eine Peak- und eine Plateauphase unterscheiden. Auflerdem war die Verzégerung bis zum
Einsetzen des Ca?"-Signals mit dendritischen Zellen zwei- bis viermal kiirzer als mit B-Zellen
und es wurde eine stirkere Proliferation der T-Zellen erreicht. Auch der Diphtherietoxin-
spezifische T-Zellklon wurde mit dendritischen Zellen stimuliert (Montes et al., 1999). Dabei
bildeten 68 % der T-Zellen in der Nihe von dendritischen Zellen eine Kontaktzone aus, von
denen wiederum alle eine Ca?*-Antwort zeigten. Diese bestand aus einem schnellen Anstieg,
der haufig von Oszillationen gefolgt wurde. In diesem System wies der T-Zellklon eine erhéhte
Motilitéat auf. Zwar blieben die T-Zellen in Kontakt mit der dendritischen Zelle, die ihr Signal
ausgelost hatte, aber dies verhinderte nicht die Kontaktbildung zu weiteren Denritischen
Zellen in der Néahe.

In einer weiteren Studie wurden ebenfalls B-Zellen als Antigen-prisentierende Zellen und ein
T-Zellklon verwendet (Negulescu et al., 1996). Ein Ca?"-Signal konnte friihestens 25 Sekun-
den nach der Kontaktbildung zwischen der T-Zelle und der B-Zelle beobachtet werden. Das
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Ca?*-Signal begann in der Regel mit einem Peak und ging dann in ein lang anhaltendes Pla-
teau (30 % der Zellen) oder in eine Phase mit einzelnen Ca?*-Transienten (55% der Zellen)
iiber. Letztere war durch stirkere Formverinderungen der T-Zelle gekennzeichnet. In 15 %
der Fille zeigte die T-Zelle nur ein kurzes Signal und loste sich von der B-Zelle. Es wurde
festgestellt, dass die halbmaximale Ca?*-Konzentration zur Immobilisierung von T-Zellen bei
200 nM [Ca2+]i lag. Auch wenn sie ebenfalls ein Abstoppen und eine Abrundung der T-Zelle
beobachteten, konnten sie nicht die von Donnadieu et al. (1994) beschriebene Ausbreitung
der T-Zellen in der dritten Phase des Aktivierungsprozesses feststellen.

Ein Vergleich der bisher charakterisierten Zweizellsysteme mit dem in dieser Arbeit verwende-
ten System ergibt zunéchst, dass die Aktivierung mit Astrozyten als Antigen-prisentierende
Zellen sehr effektiv ist. Obwohl es sich dabei um nicht professionelle Antigen-présentierende
Zellen handelt, konnte eine hohe MHCII-Expression induziert und so eine starke Antigen-
prisentation erreicht werden, so dass fast 80 % der T-Zellen ein Ca?*-Signal iiber 200 nM
aufwiesen (siehe Abbildung 4.8). Astrozyten sind demnach nur unwesentlich schwicher als
dendritische Zellen (Montes et al., 1999). Zudem war die Verzogerung bis zur Entstehung
eines Ca?"-Signals mit im Mittel zwei bis drei Minuten sehr gering und konnte sogar in
der ersten Minute nach der Kontaktbildung erfolgen, wie es auch bei Negulescu et al. (1996)
beschrieben wurde (siehe Abbildung 4.9). Es lieflen sich im wesentlichen zwei Phasen beobach-
ten. In der ersten waren die T-Zellen auf der Suche nach ihrem Antigen. Diese Phase wurde,
wie bei Donnadieu et al. (1994) beschrieben, von einer relativ hohen Motilitdt und starken
Formverinderungen begleitet. Ab dem Beginn des Ca?*-Signals trat die T-Zelle in die zweite
Phase ein, die durch eine Abrundung und eine Immobilisierung der T-Zelle gekennzeichnet
wurde. Eine, wie bei Montes et al. (1999) erwihnte, geringe Motilitét, die den Kontakt zu
weiteren Astrozyten ermdoglichte, ist aber auch hier nicht auszuschlielen. Besonders, da es sich
bei Astrozyten um adhérente Zellen handelt, die weniger als Einzelzellen, sondern vielmehr
geh#uft oder als Zellrasen vorlagen. Wie bei Negulescu et al. (1996) lie3 sich jedoch fast nie die
dritte Phase der Ausbreitung der T-Zelle beobachten, die durch einen erneuten Anstieg des
Formindexes charakterisiert sein sollte. Vielmehr blieben T-Zellen mit einem starken Ca?*-
Signal in den meisten Féllen wihrend der Messung abgerundet. Allerdings kam es haufiger
zu einer regelrechten Verschmelzung der T-Zelle mit der Astroyzte, bei der im Durchlicht die
Umrisse beider Zellen kaum noch voneinander zu unterscheiden waren. Als Ca?*-Signal lie
sich haufiger ein Peak und ein lang anhaltendes Plateau wie bei Negulescu et al. (1996) und

Delon et al. (1998) beobachten. Ca?*-Oszillationen traten hingegen selten auf.

Die Stimulation von T-Zellen in vivo

Obwohl das Zweizellsystem ein weitaus physiologischeres Modell als die Verwendung von An-
tikorpern oder Lipidoppelschichten darstellt, hat auch dieses Modell seine Grenzen. Im Ver-

gleich wird deutlich, wie sehr die Art des Ca?*-Signals und die morphologischen Verinderungen
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der T-Zelle von der Wahl des Systems abhéingen. Dabei ist entscheidend, welcher Art die
Antigen-prasentierende Zelle ist, ob es sich bei den T-Zellen um naive T-Zellen oder um einen
T-Zellklon handelt und wie stark das Antigen ist. Zudem wurde beobachtet, dass die Mo-
tilitdt von Lymphozyten in zweidimensionalen Systemen im Vergleich zu dreidimensionalen
stark reduziert ist (Haston et al., 1982). Es ist daher von grofiem Interesse, das Verhalten der
T-Zellen in ihrer natiirlichen Umgebung im Organ oder besser noch im vollstdndigen Organis-
mus zu untersuchen. 2003 wurde das erste intravitale Imaging von T-Zellen in Lymphknoten
durchgefiihrt (Miller et al., 2003). Die T-Zellen bewegten sich hier mit einer mittleren Ge-
schwindigkeit von 11 gm/min. Wenig spéter wurde die Interaktion zwischen naiven T-Zellen
und dendritischen Zellen im Lymphknoten untersucht (Mempel et al., 2004). Es wurde ein
Drei-Schritt-Modell vorgeschlagen, bei dem T-Zellen zunéchst lockere Kontakte mit dendri-
tischen Zellen eingehen. Es schliefit sich eine Phase mit stabilen Kontakten zwischen den
T-Zellen und den dendritischen Zellen an, widhrend der die T-Zellen Cytokine sezernieren.
Schliefflich 16sen sich die T-Zellen von den Antigen-présentierenden Zellen, gehen nur noch
kurze Kontakte ein und proliferieren.

Bhakta et al. (2005) untersuchten die Ca?*-Signale in Thymozyten in Thymusschnitten mit
Hilfe von 2-Photonen Laserscanning Mikroskopie. Die Thymozyten zeigten eine hohe Motilitét
wéahrend der Suche nach ihrem Antigen. Im Schnitt bewegten sie sich mit einer Zufallshewe-
gung von 3,5 um/min. Nach der Antigenerkennung kam es hingegen zu lang anhaltenden
Ca?*-Oszillationen mit Peakkonzentrationen von 0,5 bis 1,5 uM, die bis zu zwei Stunden
anhielten. Es kam zu starken Formveréinderungen der T-Zellen und sie gingen in einen stati-
ondren Zustand {iber, der einen engen Kontakt mit den Stromazellen ermdglichte. Allerdings
wurde hervorgehoben, dass die Thymoyzten auch im stationdren Zustand in der Lage waren,
kontinuierlich ihre Form zu verdndern und eine relativ konstante Position einnahmen. Die
Aktivierung mit Thapsigargin (Tg) hingegen fiihrte zu einem starken, anhaltenden Ca?*-
Anstieg, bei dem es zu einer kompletten Immobilisierung der Zellen kam. Bei der Analyse von
Ca?T-Signalen in den Lymphknoten von Miusen wurde ebenfalls gezeigt, dass ein Anstieg
der cytosolischen Ca?*-Konzentration notwendig fiir das Abstoppen reifer T-Zellen nach der
Erkennung ihres Antigens war (Skokos et al., 2007).

In einer weiteren Studie wurden die Ca?*-Signale naiver CD4 T-Zellen in isolierten Lymph-
knoten bei verschiedenen Konditionen untersucht (Wei et al., 2007). In der Abwesenheit des
Antigens zeigten die T-Zellen lediglich einzelne Ca?*-Transienten und eine langsame Abnah-
me ihrer Geschwindigkeit. Nach der Zugabe des Antigens kam es zunéchst zu einer weiteren
Abnahme der Geschwindigkeit und zu einer hoheren Frequenz der unregelmiBigen Ca?*-
Transienten. Die meisten T-Zellen wurden dann an der dendritischen Zelle festgehalten und
zeigten Ca?t-Signale auf einem erhshten basalen Level mit iiberlagerten Peaks. Die Kontakte
konnten fiir mehrere Stunden anhalten, waren aber dynamisch und die Ca?"-Signale blieben

bestehen, auch wenn die T-Zellen sich von den dendritischen Zellen 16sten. Allerdings wurde
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nicht geklért, ob tatséchlich sporadische Kontakte zu den dendritischen Zellen fiir ein lang
anhaltendes Ca?*-Signal ausreichen. Es wire zum Beispiel auch moglich, dass die T-Zellen
Kontakt zu Zellausldufern der dendritischen Zellen hatten, die mit dem verwendeten System
nicht hinreichend aufgel6st werden konnten.

Die in unserem Zweizellsystem verwendeten T-Zellen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof.
Fligel (Univeristéatsklinikum Gottingen) generiert. In dieser Arbeitsgruppe wurde auch be-
reits die Motilitdt der T-Zellen in vivo analysiert. Um diese Zellen in vivo verfolgen zu kénnen,
wurden sie mit Hilfe retroviraler Transduktion GFP-markiert (Fliigel et al., 1999). Da die 2-
Photonen Laser Scanning Mikroskopie nicht dafiir geeignet ist, Aufnahmen tief im Parenchym
des ZNS durchzufithren, wurden Explantate von Ratten verwendet, die sich in der akuten
Phase der EAE befanden (Kawakami et al., 2005). 65 % der Tyigp.grp-Zellen bewegten sich
mit mehr als 10 ygm/min durch das Parenchym. Es wurden maximale Geschwindigkeiten von
25 pm/min beobachtet. Dies ist vergleichbar mit der Geschwindigkeit von T-Zellen in explan-
tierten Lymphknoten (Miller et al., 2002). Die restlichen 35 % waren hingegen stationér und
bewegten sich um einen festen Punkt. Es wurde vermutet, dass bewegliche T-Zellen auf der
Suche nach ihrem Antigen waren und stationére ihr Antigen bereits erkannt hatten.

Ein Vergleich des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zweizellsystems mit den beschriebe-
nen in vivo-Studien zeigt, dass das Zweizellsystem aus Typgp-Zellen und Astrozyten trotz der
fehlenden dreidimensionalen Umgebung wesentliche Parallelen zu der Situation im Gesamt-
organismus aufweist. Sowohl in vitro als auch in vivo bewegten sich die T-Zellen ohne das
Antigen mit einer hoheren Geschwindigkeit als in der Anwesenheit des spezifischen Antigens
(siche Abbildung 4.11 und 4.12). Sobald durch die Erkennung des Antigens ein Ca?*-Signal in
den T-Zellen ausgelost wurde, kam es in beiden Systemen zu einem Abstoppen der T-Zellen
und einer starken Formverinderung. Ein Ca?"-Signal konnte bereits in der ersten Minute
nach der Kontaktbildung zu der Astrozyte ausgelost werden, was ebenfalls mit den in vivo
Messungen iibereinstimmt (Wei et al., 2007). Allerdings f&llt auf, dass sich die T-Zellen in der
Abwesenheit des Antigens im Mittel ebenfalls mit einer sehr niedrigen Geschwindigkeit von
etwa 2 ym/min bewegten, die deutlich unter denjenigen lag, die in vivo beobachtet wurden.
Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiithren, dass die in vivo Experimente zwischen 35 und
37°C durchgefiihrt wurden, wohingegen in unseren Experimenten bei einer Raumtemperatur
von 20 bis 25°C gearbeitet wurde. Zusétzlich wurden die Fura-2-beladenen T-Zellen vor dem
Experiment in einem Wasserbad von 12 bis 15°C gehalten. Auf diese Weise waren sie linger
vital. Die niedrigere Temperatur hat wahrscheinlich zu der reduzierten Motilitdt der T-Zellen
beigetragen. Des Weiteren ist anzumerken, dass iiberwiegend lang anhaltende Ca?T-Signale,
teilweise auch mit einem initialen Peak, beobachtet wurden. In den in vivo Experimenten
wurden aber Ca?*-Oszillationen oder unregelmifige Ca?T-Transienten auf einem erhéhten
Plateau beschrieben. Hochfrequente Ca?*-Oszillationen sollen zu einer verstirkten NFAT-

und NFxB-Aktivierung und somit zu einer starken Aktivierung und Proliferation fithren
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(Dolmetsch et al., 1997, 1998). Allerdings wurden diese intrazelluliren Ca?*-Oszillationen
der T-Zellen bei Dolmetsch et al. (1998) nicht durch eine physiologische Stimulation, son-
dern durch extrazellulire Ca?*-Oszillationen mit Hilfe einer Ca?*-Klemme erzeugt. Dieselbe
Technik wurde bei Tomida et al. (2003) angewendet. In dieser Veréffentlichung wurde be-
schrieben, dass eine Dephosphorylierung von NFAT einige Minuten nach dem Abklingen des
Ca?"-Signals im Cytoplasma bestehen bleibt und auf diese Weise ein Gediichtnis angelegt
werden kann. Hochfrequente, kurze Ca?T-Signale hétten demnach eine grofere Effizienz in
der Translokation von NFAT in den Kern als langanhaltende Ca?*-Signale, da mit einem nied-
rigeren Gesamt-Ca?*-Signal eine ebenso hohe Translokation von NFAT in den Kern erreicht
werden konnte. Allerdings wurde von Quintana et al. (2005) postuliert, dass vielmehr die ab-
solute Zeit, die die intrazellulire Ca?t-Konzentration iiber einem bestimmten Schwellenwert
liegt, fiir die NFAT-Translokation eine Rolle spielt, unabhéingig davon, ob es sich um Oszilla-
tionen oder ein lang anhaltendes Ca?TSignal handelt. Ca?*-Oszillationen wiirden nur dann
bevorzugt auftreten, wenn die Energie der Zelle begrenzt und somit die Effizienz des jeweili-
gen Ca’?*t-Signals in der Auslosung der NFAT-Translokation und somit der Gentranskription
entscheidend wiére. Fiir diese Hypothese spricht auch, dass in unserem Zweizellsystem die IL-2
Konzentration 48 Stunden nach der Aktivierung der T-Zellen durch die Astrozyten deutlich
anstieg. Das Cytokin IL-2 wirkt autokrin auf die T-Zellen und 16st ihre Proliferation aus.
In diesem Versuch wurden dieselben Antigenkonzentrationen wie fiir die Ca?T-Messungen
verwendet. Dies ldsst darauf schlieBen, dass starke, lang anhaltende Ca?"-Signale eine aus-
reichende Aktivierung der T-Zellen bewirken kénnen und Astrozyten im Zweizellsystem dazu
geeignet sind, T-Zellen zur Proliferation anzuregen, wie es auch bereits beschrieben wurde
(Fontana et al., 1984).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mit dem vorgestellten Zweizellsystem ein Modell
etabliert wurde, mit dem T-Zellen effektiv in vitro aktiviert werden kénnen. Es ermoglicht eine
Beobachtung ihrer Ca?*-Signale in einem relativ definierten Zeitfenster und ist vergleichbar
mit bereits etablierten Zweizellsystemen. Des Weiteren stimmt es in wesentlichen Punkten

mit der Antigenerkennung von T-Zellen in vivo iiberein.

Das Ca?*-Signal der Astrozyten im Zweizellsystem

Neben den Signalen von T-Zellen konnen im Zweizellsystem auch die Ca?*-Signale in der
Antigen-prisentierenden Zelle verfolgt werden. Erstmalig wurde dies von Montes et al. (1999)
in dendritischen Zellen beschrieben. 31 % der dendritischen Zellen zeigten ein Ca?*-Signal in
Kontakt mit T-Zellen. Durch den parallelen Einsatz der Ca?t-sensitiven Farbstoffe Fura-2
und FuraRed in den T-Zellen und den Astrozyten und die Auswahl spezieller Filter, konnten
in unserem Zweizellsystem die Ca?"-Signale beider Zelltypen bei der Kontaktbildung ver-
folgt werden. Allerdings konnte in den Astrozyten kein globales Ca?*-Signal nachgewiesen

werden, unabhingig von einem Ca?"-Signal in der T-Zelle (siche Abbildung 4.16 und 4.17).
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Zum einen handelt es sich hierbei um eine Zelllinie, die vielleicht nicht so leicht anspricht wie
primére Zellen. Zum anderen unterscheiden sich Astrozyten auch grundlegend von dendriti-
schen Zellen. Sie sind keine professionell Antigen-présentierenden Zellen und ihre Rolle im
Verlauf einer Entziindungsreaktion im ZNS ist nur unvollstdndig geklidrt. Es wére denkbar,
dass im Bereich der Kontaktstelle zwischen der T-Zelle und der Astrozyte lokal begrenzte
Ca?T-Signale entstehen. Allerdings kommt es zu leichten Interferenzen der Anregungs- und
Emissionsspektren von Fura-2 und FuraRed. Bei der Anregung der Ca?*-gebundenen Form
von Fura Red wird auch noch leicht die Ca?*-freie Form von Fura-2 angeregt und erhoht auf
diese Weise die Fluoreszenz von FuraRed bei einer Anregung mit 420 nm. Daraus resultiert
lokal ein leicht erhohtes Ratio der Astrozyte, wodurch die Auflssung eines Ca?*-Signals mit
niedriger Amplitude in diesem Bereich erschwert wird (siehe auch Abbildung 4.17: Die rot
umrandete T-Zelle ist in den farbkodierten Bildern der Astrozyten mit erhohtem Ratio er-
kennbar.). AuBerdem konnte es zwar zu lokalen Ca?*-Signalen im Bereich der Zellfortsitze
der Astrozyten gekommen sein. Hier ist die Fluoreszenz von FuraRed jedoch zu schwach,
um solche peripheren Ca?*-Signale zu beobachten. Globale Ca?T-Signale lieflen sich dem-
nach mit unserem System verfolgen, fiir die Messung von lokalen Signalen miisste das System
verbessert werden.

Mit Fura-2 und Fura Red wurden zwei Farbstoffe ausgewihlt, die mit ihrem Anregungs- und
Emissionsspektrum moglichst weit auseinander liegen und mit dem bestehenden Imagingsy-
stem technisch vereinbar sind. Dies erfordert, dass fiir beide Farbstoffe derselbe dichroische
Filter verwendet wird. Dennoch kam es zu leichten Interferenzen im Bereich der Anregungs-
wellenlingen 380 nm und 420 nm. Um zuniichst festzustellen, ob die Astrozyten lokale Ca?*-
Signale nach dem Kontakt zu T-Zellen aufweisen, kénnte man die T-Zellen nicht beladen.
In dem Fall wiirde man sich jedoch nur auf das Abrunden und die Immobilisierung der T-
Zelle verlassen, um auf ein Ca?"-Signal in der T-Zelle zu schliefen. AuBerdem gingen jegliche
Informationen iiber das Ca?"-Signal in der T-Zelle verloren. Wiirde man die T-Zellen und
die Astrozyten mit dem jeweils anderen Farbstoff beladen, hitte man eventuell einen leich-
ten Hintergrund durch die Fluoreszenz der T-Zelle bei einer Anregung von 380 nm in der
Astrozyte. Dies ist die Ca?*-freie Form von Fura-2. Eine Erhchung der Fluoreszenz kénnte
zu einem erniedrigten Ratio der Astrozyte in diesem Bereich fithren. Ferner wiren Signale in
den Zellfortsiitzen nach wie vor nicht zu beobachten. Fiir eine Untersuchung lokaler Ca?*-
Signale diirften sich die Fluoreszenzfarbstoffe in keiner Weise beeinflussen. Eine Moglichkeit
wiére, statt FuraRed einen Farbstoff mit einer ldngerwelligen Anregung wie Calcium Green
oder Calcium Orange zu verwenden. Der Nachteil dieser Farbstoffe ist, dass sie nicht ratio-
metrisch sind und somit die bestimmte Ca?*-Konzentration von der Farbstoffkonzentration
abhéngt. Es ist daher nicht moglich, die Intensitédtswerte um eine eventuell ungleiche Bela-
dung, Anderungen im Zellvolumen oder ein Bleichen des Farbstoffs zu korrigieren (Takahashi

et al., 1999). Des Weiteren absorbieren diese Farbstoffe in dem Bereich des Spektrums, in
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dem Fura-2 emittiert. Das bedeutet, dass unterschiedliche dichroische Filter verwendet wer-
den miissten, die in unserem System nicht automatisch gewechselt werden kénnen. Schlief$lich
konnte man Fura Red mit Fluo3 kombinieren und beide Farbstoffe bei 488 nM anregen. Auch
hierfiir miisste der dichroische Filter wiahrend der Messung gewechselt werden, allerdings
konnte man auf diese Weise eine ratiometrische Messung durchfithren. Dabei wiirde man
ausnutzen, dass die Fluoreszenz von FuraRed bei 488 nM absinkt. Da die Fluoreszenz von
Fura Red aber wesentlich schécher ist als die von Fluo3 und Fura Red eine sehr hohe Affinitét
zu Ca?t aufweist, kann es durch die erforderlichen hohen FuraRed-Konzentrationen zum
Puffern des Ca?*-Signals, zur Einschréinkung des messbaren Ca?'-Bereichs und zu hohen

Belichtungszeiten kommen (Floto et al., 1995).

5.1.2 Der proarrhythmische Effekt des Isoprenalins auf Einzelzellebene
ventrikularer Cardiomyozten

Bei der elektrischen Stimulation von ventrikuldren Cardiomyozyten kommt es zur Aktivie-
rung von L-Typ Ca?*-Kaniilen in der Plasmamembran der Zelle. Durch den Einstrom von
Ca?" werden nah gelegene RyR aktiviert, so dass es zu einem Ausstrom von Ca?* aus dem
SR kommt. Das freie, cytosolische Ca?" kann an die Myofilamente der Myozyte binden und
so die Kontraktion auslosen. Dieser, als Excitations-Kontraktions-Kopplung (EKK) beschrie-
bene Prozess kann auf Einzelzellebene am Fluoreszenzmikroskop analysiert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Cardiomyozyten mit einem Feldstimulator elektrisch erregt
und das Ca?"-Signal zeitgleich mit dem Fluoreszenzfarbstoff Indo-1 verfolgt. Durch den Ein-
satz von Isoprenalin, einem Noradrenalin-Derivat, das den S-Adrenozeptor aktiviert, konnte
die Ca?*-Signalgebung moduliert werden. Die -adrenerge Stimulation mit Isoprenalin hat
einen positiv inotropen sowie lusitropen Effekt, was eine erhohte Kontraktionskraft und be-
schleunigte Relaxation bedeutet (Bers, 2002). f-adrenerge Rezeptoren sind an G-Proteine
gekoppelt, iiber die die Adenylatcyclase aktiviert wird. Es kommt zur Bildung von cAMP,
das wiederum die PKA aktiviert. Die PKA phosphoryliert den L-Typ Ca?*-Kanal, den RyR,
Phospholamban, Troponin C und das Myosin-bindende Protein C. Die Lusitropie und die be-
schleunigte Abnahme des Ca?*-Signals kommen hauptséchlich durch die Phosphorylierung
von Phospholamban zustande (Li et al., 2000). Dieses hat nun eine verringerte Affinitit zur
SERCA, wodurch deren Aktivitiit erhéht wird und Ca?" schneller in das SR zuriickgepumpt
werden kann. Der inotrope Effekt wird durch den hoheren Ca?"-Einstrom iiber den L-Typ
Ca?*-Kanal und die stiirkere Ca?*-Beladung des SR vermittelt. Welche Rolle die Phospho-
rylierung des RyR spielt, wird kontrovers diskutiert, da sie schwer von dem Effekt der Phos-
phorylierung des L-Typ Ca?*-Kanals und einer erhéhten Beladung des SR abzugrenzen ist.
Beide Effekte von Isoprenalin wurden in unserem System demonstriert (sieche Abbildung 4.18
und 4.19). Ab 10nM Isoprenalin kam es zu einem deutlichen Anstieg der Ca?*-Amplitude

sowie einer beschleunigten Abnahme des Ca?"-Signals.
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Allerdings wurde in unserem System nicht nur ein lusitroper und inotroper Effekt des Iso-
prenalins auf die Cardiomyozyten beobachtet. Vielmehr wurden ab einer Konzentration von
10 nM Isoprenalin zusiitzliche Ca?*-Transienten hervorgerufen, die zwischen den elektrischen
Stimulationen auftraten (siche Abbildung 4.19). Die Anzahl solcher Ca?*-Transienten konn-
te mit einem Erhohen der Isoprenalin-Konzentration gesteigert werden und war bei 200 nM
Isoprenalin maximal. Dieser proarrhythmische Effekt des Isoprenalins wurde bereits in zahl-
reichen anderen Studien beschrieben. Von Priori und Corr (1990) wurde der Einfluss einer
B-adrenergen Stimulation auf die Auslésung von early after depolarisations (EADs) und de-
layed after depolarisations (DADs) in ventrikuldren Cardiomyozyten von Hunden untersucht.
Isoprenalin erzeugte einzelne oder mehrere DADs in einem Konzentrationsbereich von 1078
bis 1076 M. AuBerdem wurden EADs in 80 % der Zellen bei einer Konzentration von 1075 M
und Stimulationsfrequenzen von 1 bis 2s~! beobachtet. EADs und DADs kénnen wiederum
von frithen und spéten zusitzlichen Ca?T-Transienten begleitet sein (January und Fozzard,
1988; January und Riddle, 1989). Dr. Siebrands (vormals Institut fiir Biochemie und Moleku-
larbiologie I) konnte ebenfalls einen Anstieg von EADs und DADs nach der Stimulation mit
200 nM Isoprenalin in ventrikuldren Cardiomyozyten der Maus beobachten (unveréffentlicht),
die jedoch schwer voneinander zu unterscheiden waren. Freestone et al. (1999) untersuch-
ten direkt den Effekt von f4- und fi-adrenerger Stimulation auf die Entstehung zusétzlicher
Ca?T-Transienten in ventrikuliren, murinen Cardiomyozyten. Isoprenalin, das hauptsichlich
auf den pFi-adrenergen Rezeptor wirkt, 16ste mit einer Konzentration von 100nM sowohl
frithe als auch spite zusitzliche Ca?*-Transienten aus. In ventrikuliren Cardiomyozyten von
Meerschweinchen entstanden DADs und zusétzliche Kontraktionen mit 30 nM Isoprenalin,
aber nicht mit 15nM Isoprenalin. Die Isoprenalin-Konzentrationen in der vorliegenden Ar-
beit, die zu zusitzlichen Ca?*-Transienten in den Cardiomyozyten fithrten, bewegen sich
demnach in einem Konzentrationsbereich, der vergleichbar mit bisherigen Veroffentlichungen
ist, die @hnliche Effekte des Isoprenalins beschreiben. Auffallend ist, dass in unserem System
hauptséchlich frithe zusétzliche Ca?T-Transienten beobachtet wurden. Durch zusétzliche frithe
oder spite Ca?t-Transienten stromt Ca?t wihrend der diastolischen Phase aus dem SR, so
dass schlieBlich weniger Ca?" wihrend der Systole zur Verfiigung steht. Durch den Verlust
von Ca?t im SR wird wahrscheinlich der positiv inotrope Effekt des Isoprenalins begrenzt
(Capogrossi et al., 1988). Dies ldsst sich auch in unserem System beobachten: Es treten signi-
fikant mehr zusétzliche Ca?T-Transienten ab einer Konzentration von 10 nM Isoprenalin auf
und der Effekt von Isoprenalin auf die Ca?"-Amplitude ist bei dieser Konzentration schon
fast gesdttigt.

SchlieBlich stellt sich die Frage, wie gut zusétzliche Ca?*-Transienten in vitro Arrhythmien in
vivo widerspiegeln konnen. Dafiir spricht vor allem, dass gezeigt wurde, dass auch in norma-
lem Gewebe DADs durch adrenerge Stimulation in vivo hervorgerufen werden kénnen (Priori

et al., 1988). Auflerdem wurde beschrieben, dass es zu einer Reduktion der Repolarisierungs-



Diskussion 97

zeit kam, die in vitro erst ab Konzentrationen iiber 100 nM Isoprenalin beobachtet werden
konnte (Priori et al., 1988; Priori und Corr, 1990). Deshalb wurde angenommen, dass die-
se hohen Isoprenalinkonzentrationen eine maximale adrenerge Stimulation in vivo imitieren
koénnen und deshalb vermutlich physiologisch relevant sind.

Es bleibt anzumerken, dass zusitzliche Ca?*-Transienten und folglich auch spontane Kon-
traktionen in unserem System nur bei der Anregung Ca?"-sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe
und/oder der Bestrahlung mit UV-Licht entstanden. Spontane Ca?*-Signale konnten sowohl
mit Indo-1 als auch mit Fluo-4 beobachtet werden. Wenn hingegen im Durchlicht gemessen
wurde, kam es selbst bei einer Konzentration von 200 nM Isoprenalin nicht zur Entstehung
von zusétzlichen Kontraktionen. Dieser Aspekt lasst darauf schliefien, dass durch die Be-
strahlung mit UV-Licht und/oder die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe eine zusitzliche
Sensibilisierung der Cardiomyozyten statt fand, die sie empfénglicher fiir den arrhythmischen
Effekt des Isoprenalins gemacht hat. Nichts desto trotz konnte eine deutliche Konzentrati-
onsabhingigkeit der Entstehung zusitzlicher Ca?*-Transienten von Isoprenalin festgestellt
werden. Die UV-Bestrahlung der Zellen wurde bewusst in Kauf genommen, da der Fluo-
reszenzfarbstoff Indo-1 einen erheblichen Vorteil bei der Ca?"-Messung bietet. Bei diesem
ratiometrischen Farbstoff kommt es durch die Bindung von Ca?" zu einer Verschiebung des
Maximums in der Emissionswellenléinge. Dies erlaubt die Anregung bei einer Wellenldnge und,
durch den Einsatz eines DualView-Moduls, das das Signal durch zwei unterschiedliche Emis-
sionsfilter vor der Kamera aufsplittet, die gleichzeitige Messung der Fluoreszenz der Ca?*-
gesittigten Form und der Ca?*-freien Form von Indo-1. Dadurch erhoht sich die zeitliche
Auflésung der Messung um den Faktor zwei und es tritt keine zeitliche Verzogerung zwischen
den Einzelbildern, die fiir das spéitere Ratiobild verwendet werden, auf. Dieser Aspekt war
in der vorliegenden Arbeit ausschlaggebend fiir das Ca?*-Imaging der Cardiomyozyten, da
sich das Ca?*-Signal der EKK im ms-Bereich entwickelt und wieder abfillt und daher keine

verzogerte Bildaufnahme erlaubt.

5.2 Die Antagonisierung des NAADP-Signalweges durch BZ194

Das Zweizellsystem zur Aktivierung der T-Zellen und das Arrhythmiemodell fiir ventrikulére
Cardiomyozyten sollten der Analyse des NAADP-Signalweges dienen. Dabei war von In-
teresse, in wie weit die Unterdriickung des NAADP-induzierten Ca?t-Signals die Ca?*-
Signalgebung und schliefilich die Aktivierung von T-Zellen beeinflussen wiirde. Da NAADP
in Cardiomyozyten eher an der Modulation als an der Entstehung des Ca?"-Signals betei-
ligt zu sein scheint, stellte sich die Frage, ob die Antagonisierung von NAADP das Auftreten
zusitzlicher Ca?-Transienten unterbinden kénnte. Mit BZ194 stand ein spezifischer NAADP-
Antagonist zur Verfiigung, der in beiden Zellsystemen erfolgreich eingesetzt werden konnte.

Im Folgenden soll zunichst die Entwicklung bisher verwendeter NAADP-Antagonisten vor-
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gestellt werden. Anschlieflend wird der Einsatz dieses Inhibitors in den gewahlten Modellen
diskutiert und welche Relevanz des NAADP-Signalweges sich aus den gewonnen Ergebnissen

fiir die Signalgebung beider Zelltypen ergibt.

5.2.1 Antagonisten des NAADP-Signalweges

Eine spezifische Hemmung des NA ADP-Signalweges ist erforderlich, um die Rolle von NAADP
bei der Ca?"-Signalgebung in unterschiedlichen Zelltypen weiter zu untersuchen. Um den Ef-
fekt von NAADP inhibieren zu kénnen, ist es wichtig die fiir die Ca?T-freisetzende Wirkung
von NAADP notwendigen Reste zu kennen. Lee und Aarhus (1997) konnten herausfinden,
dass eine Verdnderung der 3’-Carboxylgruppe am Pyridinring, sowie der 6-Aminogruppe
des Adenins und des 2’-Phosphats der siidlichen Ribose zu einer Herabsetzung der Ca?*-
freisetzenden Wirkung von NAADP im Seeigeleisystem fiithren. Inhibitoren sollten aber nicht
nur mit NAADP konkurrieren, sondern auch die Zellmembran durchdringen koénnen, was
NAADP aufgrund seiner Grofle und der stark negativ geladenen Phosphatgruppen nicht
moglich ist. Erste Analoga wurden deshalb bis auf den Pyridinring reduziert, wobei aber
die Carboxylgruppe erhalten blieb (Dowden et al., 2006) (Abbildung 5.2). Dabei stellte sich
besonders das Pyridinanalogon CMAO08 mit einer inhibitorischen Konzentration von 15 M
fiir die Reduktion des NAADP-induzierten Ca?*-Signals in Seeigeleihomogenaten als effek-
tiv heraus. Auch die externe Applikation von CMAOOS8 zeigte einen inhibitorischen Effekt.
So konnten die NAADP-induzierte Ca?*-Freisetzung in intakten Seeigeleiern und die Cho-
lecystokinin (CCK)-induzierten Ca?"-Oszillationen in Azinuszellen des Pankreas blockiert
werden. CMAOQO8 dhnelt in seiner Struktur BZ194, wobei letzteres einen lingeren Alkylrest
aufweist. Dennoch zeigte CMA008 keinen Effekt auf die Proliferation von Tygp-Zellen (Dam-
mermann et al., 2009). Bei Azinuszellen und T-Zellen handelt es sich jedoch um unterschied-
liche Zelltypen, deren NAADP-Signalweg sich auflerdem nach dem jetzigen Kenntnisstand
in wesentlichen Punkten unterscheidet (siehe unten), so dass eine unterschiedliche Wirkung
von CMAOQO8 nicht erstaunlich ist. Vermutlich ermdglicht der unpolare Alkylrest von BZ194
eine bessere Aufnahme in T-Zellen. Da Co-Mikroinjektionen von Nikotinsdure mit NAADP
in Jurkat T-Zellen das NAADP-induzierte Ca?"-Signal hemmen konnten, erschienen Pyri-
dinanaloga auch in T-Zellen ein sinnvoller Ansatz zur Modulation des NAADP-Signalweges.
Nikotinséure selbst als Inhibitor einzusetzen, ist aufgrund seiner Polaritdt nicht moglich.
Auflerdem wiirde es intrazelluldr in den Biosyntheseweg fiir Nikotinsdureadenindinukleotid
(NAD) eingebunden werden. BZ194 zeigte bei Mikroinjektionen in T-Zellen mit einer IC5g im
niederen mikromolaren Bereich einen vergleichbaren Effekt wie CMA008 in den Homogenaten
des Seeigeleis.

Ein vollig anderer Ansatz zur Inhibition von NAADP wurde mit einem Liganden-basierten
virtuellen Screening durchgefiihrt (Naylor et al., 2009). Dabei stellte sich Ned-19 als potenter

Inhibitor heraus, der in seiner zweidimensionalen Struktur deutlich von NAADP abweicht,
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NAADP jedoch in seiner dreidimensionalen Struktur sowie in der Verteilung der elektrosta-
tischen Ladung stark dhnelt. Ned-19 konnte mit einer 1C5¢ von 2 uM das NAADP-induzierte
Ca?*-Signal in Homogenaten von Seeigeleiern hemmen. Auch in intakten Seeigeleiern und j-
Zellen des Pankreas zeigte Ned-19 mit einer Konzentration von 100 pM einen inhibitorischen
Effekt auf das NAADP-induzierte Ca?*-Signal. Des Weiteren konnten Glucose-induzierte
Ca?*-Oszillationen in 8-Zellen mit einer IC5y von 32 uM unterdriickt werden. CMA008, Ned-
19 und BZ194 zeigen demnach in unterschiedlichen Zelltypen einen vergleichbaren inhibito-
rischen Effekt auf die NAADP-Signalgebung. Fin Nachteil von Ned-19 ist seine Fluoreszenz
mit einer Anregung im ultravioletten Bereich des elektromagnetischen Spektrums. Zwar wur-
de beschrieben, dass Ned-19 auf diese Weise in der Zelle lokalisiert werden konne (Naylor
et al., 2009), jedoch tréigt es auch zu einer hohen Hintergrundfluoreszenz bei. Diese konnte
sich stérend in Ca?"-Imagingstudien zum Beispiel mit Fura-2 als Fluoreszenzfarbstoff aus-

wirken, da es zu einer Uberschneidung der Fluoreszenzspektren kommt.
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Abbildung 5.2: NAADP und NAADP-Inhibitoren. Der Ca?*"-freisetzende sekundiire Botenstoff
NAADP und bisher veréffentlichte spezifische NAADP-Inhibitoren: CMA008 (Dowden et al., 2006),
BZ194 (Dammermann et al., 2009; Cordiglieri et al., 2010) und Ned-19 (Naylor et al., 2009; Rosen
et al., 2009).

5.2.2 Die Antagonisierung des NAADP-Signalweges in autoreaktiven T-Zellen

Durch den spezifischen NAADP-Antagonisten BZ194 wurde das Ca?*-Signal der Tyigp-Zellen
im Zweizellsystem deutlich reduziert (sieche Abbildung 4.10). Eine genauere Analyse der Daten
ergab, dass der Anteil an T-Zellen mit einer niedrigen Ca?*-Antwort erhoht wurde. Zeigten in
der Kontrolle mit MBP 70 % der T-Zellen ein Ca?*-Signal iiber 300 nM, waren es in der An-
wesenheit von BZ194 nur noch 44 % (siehe Abbildung 4.13 und 4.14). Das Ca?*-Signal scheint
demnach nicht in allen Zellen vollstdndig unterdriickt zu werden. Dies ist wahrscheinlich dar-

auf zuriickzufiihren, dass IP; und cADPR nach wie vor in der Lage sind, Ca’" aus dem ER
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freizusetzen. Es stellte sich daher die Frage, in wie weit das im Mittel reduzierte, NAADP-
abhingige Ca?*-Signal zeitlich nachgeordnete Signalwege beeinflussen wiirde. So zeigte sich,
dass die Translokation von NFAT in den Kern mit BZ194 stark vermindert war (Dammermann
et al., 2009). Dies ist sicherlich auf das geringere globale Ca?*-Signal zuriickzufiihren, da nur
ein lang anhaltender Anstieg der cytosolischen Ca?"-Konzentration die Ca?*/Calmodulin-
und Calcineurin-abhéngige Translokation von NFAT in den Kern erméglicht (Timmerman
et al., 1996). Daraus resultiert schliefilich eine geringere Produktion des Cytokins IL-2, das
hauptséchlich fiir die Proliferation der T-Zellen verantwortlich ist. Folglich war auch die Pro-
liferation der Typp-Zellen nach der Stimulation mit Antikdrpern gegen CD3 und CD28 si-
gnifikant gehemmt. Durch die Gabe von Ionomycin, ein, die Ca?*-Konzentration in der Zelle
erhohendes Ionophor, konnte der inhibierende Effekt aufgehoben werden. Dies macht deutlich,
dass die geringere Proliferation letztendlich auf das verminderte Ca?*-Signal und folglich die
Inhibition des NAADP-Signalweges zuriickzufiihren ist. Auch an der Expression von IFN-v
und IL-17 scheint NAADP beteiligt zu sein, da stimulierte Tygp-Zellen nach der Inhibition
mit BZ194 geringere Mengen dieser Cytokine ausschiitteten (Cordiglieri et al., 2010). Dar-
aus ergibt sich das in Abbildung 5.3 dargestellte Modell, in dem die Inhibition der NAADP-
induzierten Ca?*-Signalgebung durch BZ194 zu einer verringerten Ca?*-Freisetzung aus dem
ER fiihrt.
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Abbildung 5.3: Die Antagonisierung des NAADP-Signalweges in T-Zellen durch BZ194.
Der spezifische NAADP-Antagonist BZ194 verhindert die NAADP-vermittelte Ca ?"-Freisetzung aus
dem ER nach der Aktivierung der T-Zelle durch die spezifische Antigen-Erkennung. IP; und cADPR
sind zwar noch in der Lage Ca T freizusetzen. Aus dem im Mittel verringerten Ca?"-Ausstrom ergibt
sich jedoch ein verringerter Ca?'-Einstrom und somit ein geringerer Anstieg der cytosolischen Ca?"-
Konzentration. Dies fiihrt schliefSlich zu einer schwicheren T-Zellaktivierung. Die, durch die Inhibition
mit BZ194 wegfallenden Komponenten der T-Zellaktivierung sind symbolisch in grau dargestellt.
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Dies hat wiederum einen geringeren Ca?*-Einstrom iiber CRAC-Kaniile zur Folge. Der ver-
minderte Anstieg der cytosolischen Ca?T-Konzentration resultiert in einer geringeren Akti-
vierung von Transkriptionsfaktoren und miindet schliellich in der beobachteten, reduzierten
Proliferation der T-Zellen.

Dass die Inhibition des NAADP-Signalweges weitreichende Folgen fiir die Aktivierung und
Proliferation der T-Zellen hat, unterstiitzt die beschriebene Trigger-Funktion von NAADP.
Danach 16st NAADP zuniichst ein kleines Ca?T-Signal aus, dass durch die beiden weiteren
Ca?T-freisetzenden sekundiiren Botenstoffe IP; und cADPR verstérkt wird. Gestiitzt wird
diese Hypothese vor allem durch Ergebnisse, die den zeitabhingigen Konzentrationsverlauf
dieser drei Botenstoffe beschreiben (Guse et al., 1995, 1999; Gasser et al., 2006). Die Kon-
zentration von NAADP steigt nach der Aktivierung von T-Zellen innerhalb von Sekunden
vor derjenigen von IP; und cADPR an und zeigt einen biphasischen Verlauf (Gasser et al.,
2006). NAADP spielt danach sowohl fiir das initiale Ca?*-Signal als auch fiir die folgenden
fiinf bis 20 Minuten des Ca?"-Plateaus eine Rolle. IP, zeigt einen monophasischen Anstieg
nach wenigen Minuten und cADPR einen langsamen Anstieg innerhalb von zehn Minuten, der
bis zu 60 Minuten anhilt (Guse et al., 1995, 1999). Die Verwendung von drei unterschiedli-
chen Ca?*-freisetzenden sekundiren Botenstoffen erméoglicht der Zelle eine strikte Regulation
zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Dies erscheint vor allem fiir T-Zellen sinnvoll, da auf der
Ebene der Ca?*-Signalgebung iiber die Proliferation der T-Zelle und das Ausiiben von Effek-
torfunktionen oder Anergie und Zelltod entschieden wird.

Der RyR scheint der NAADP-sensitive Ca?T-Kanal in T-Zellen zu sein (Langhorst et al.,
2004; Dammermann und Guse, 2005). Zunéichst wurde deshalb iiberpriift, welche Isoformen
des RyR in den Typp-Zellen vorkommen. Es konnte gezeigt werden, dass in den Typp-
Zellen auf mRNA-Ebene alle drei Isoformen und auf Proteinebene im wesentlichen der RyR1
exprimiert werden. Bindungsstudien mit [*H]-markiertem Ryanodin an isoliertem RyR1 aus
Skelettmuskel belegen, dass NAADP die Bindung von Ryanodin an den RyRl1 steigern kann
(Dammermann et al., 2009). Da Ryanodin an den RyR nur in der offenen Konformation
binden kann, ist die Bindung gleichzeitig ein Maf fiir die Offenwahrscheinlichkeit und somit
die Kanalaktivitit des RyR (Pessah et al., 1986; Imagawa et al., 1987; Chu et al., 1990; Tanna
et al., 2006). Die durch NAADP gesteigerte Bindung von Ryanodin konnte durch BZ194
blockiert werden. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass die BZ194-vermittelte Reduktion des
globalen Ca?*-Signals in Typp-Zellen durch die Aufhebung des aktivierenden Effektes von
NAADP auf die Offenwahrscheinlichkeit des RyR1 zustande kommt.

Neben dem Ca 2+—Signa1 wurde auch die Motilitdt und Form der Typp-Zellen im Zweizellsy-
stem nach der Aktivierung mit Astrozyten untersucht. Wie beschrieben, ergeben sich charak-
teristische Muster fiir T-Zellen mit einer starken oder einer schwachen Ca?*-Antwort (siehe
Abbildung 4.12). Erstere gehen in einen stationéren Zustand iiber und runden sich ab, letztere
bleiben mobil und verdndern kontinuierlich ihre Form. Der NAADP-Antagonist BZ194 hat



Diskussion 102

keinen Effekt auf diese Bewegungsmuster der T-Zellen. Er erhoht allein den Anteil an T-Zellen
mit einem schwachen Ca?"-Signal (siche Abbildung 4.14). Daraus resultiert wiederum eine
erhohte Motilitat der T-Zellen im Mittel. Zuvor wurde in wvitro bereits gezeigt, dass Form-
verdnderungen in T-Zellen eine Folge verinderter cytosolischer Ca?T-Konzentrationen sind
(Donnadieu et al., 1994). Diese Ergebnisse werden durch die Analyse der Motilitdt der Tyipp-
Zellen in situ unterstiitzt (Kawakami et al., 2005; Cordiglieri et al., 2010). Intravitales Imaging
in EAE-Lasionen zeigt dieselben charakteristischen Muster fiir Typp.grp-Zellen: Stationére
Zellen (35 %), die sich im Prozess der Antigenerkennung befinden, bewegen sich nur leicht um
einen festen Punkt; mobile Zellen (65 %) bewegen sich hingegen mit hoher Geschwindigkeit
durch das ZNS (Kawakami et al., 2005; Bartholomé&us et al., 2009). In EAE-Lésionen von
BZ194 behandelten Tieren erhcht sich der Anteil an mobilen Zellen von 65 % auf iiber 80 %
und die mittlere Geschwindigkeit steigt deutlich an (Cordiglieri et al., 2010). Die Analyse der
Bewegungsmuster einzelner Zellen zeigt auch hier, dass BZ194 nicht die Bewegung mobiler T-
Zellen verdndert, sondern dass durch die Inkubation mit BZ194 der Anteil an mobilen Zellen
und somit die mittlere Geschwindigkeit erhéht wird. Dass die Motilitdt der T-Zellen durch
das Ca?*-Signal nach der Antigenerkennung bestimmt wird, ergeben zwei weitere Imaging-
Studien. In diesen wurde gezeigt, dass das Abstoppen von Thymozyten wiahrend der positiven
Selektion und von naiven T-Zellen nach der Antigenerkennung auf dendritischen Zellen von
intrazelluliren Ca?"-Signalen abhiingt (Bhakta et al., 2005; Skokos et al., 2007).

Weitere Belege fiir die Rolle des NAADP-Signalweges bei der Entwicklung der EAE liefern
in vivo Studien (Cordiglieri et al., 2010). BZ194 ist damit der einzige der beschriebenen
NAADP-spezifischen Inhibitoren, der nicht allein fiir die weitere Untersuchung des NAADP-
Signalweges verwendet wurde, sondern auch erstmalig in einem pathophysiologischen Tier-
modell erfolgreich getestet werden konnte. In, mit BZ194 behandelten Tieren zeigt die EAE
einen deutlich schwicheren Krankheitsverlauf: die Schwere der Symptome ist reduziert und
es kommt zu einer geringeren Entziindung des ZNS. Zudem befinden sich weniger Typp-qgrp-
Zellen im ZNS, dafiir aber vermehrt in der Milz, den Lymphknoten und dem Blut. Dies
ist allerdings nicht auf ein veréndertes migratorisches Verhalten der T-Zellen zuriickzufiihren.
Vielmehr geraten sie in einen Zustand der Nichtansprechbarkeit, der aber reversibel ist. Dafiir
sprechen auch erhohte Level der Anergiefaktoren egr2 und egr3 in BZ194-inkubierten Tyigp-
Zellen. Kontrollexperimente belegen, dass BZ194 schnell ausgewaschen werden kann und zuvor
BZ194-inkubierte T-Zellen danach wieder vollstédndig reaktiv sind. Zudem ist BZ194 sehr spe-
zifisch, indem sein Effekt nicht von den Antigen-prisentierenden Zellen abhingt. Auch wenn
es nicht endgiiltig ausgeschlossen werden kann, scheint BZ194 ebenfalls keinen Effekt auf
neuronale Zellen oder Gliazellen zu haben (Cordiglieri et al., 2010). Auffillig ist, dass naive
T-Zellen und langlebige Gedéchtniszellen wesentlich schlechter auf BZ194 ansprechen als die
Effektorzellen. Interessanterweise korreliert dieser Effekt mit der Expression des mdoglichen

NAADP-Rezeptors RyR1, der in den Effektorzellen stiarker exprimiert wird als in den ande-
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ren Zellen. Die Inhibition des NAADP-Signalweges scheint folglich die Steuerung und Reak-
tivierung autoaggressiver T-Zellen in ihrem Zielorgan zu unterdriicken und unterstreicht die

Bedeutsamkeit dieses Signalweges.

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der NAADP-Signalweg
nicht nur entscheidend fiir die Antigen-abhingige Aktivierung von T-Zellen ist, sondern auch
an der Entstehung Antigen-unabhiingiger Ca?*-Signale beteiligt zu sein scheint: BZ194-
vorinkubierte Tygp-Zellen zeigten nach der Stimulation mit Astrozyten im Zweizellsystem in
der Abwesenheit von MBP ein signifikant verringertes Ca?*-Signal (siehe Abbildung 4.15).
Die Untersuchung von MHCII-vermittelten Antigen-unabhingigen Ca?*-Signalen in naiven
T-Zellen durch die Arbeitsgruppe von Prof. Trautmann ergab, dass diese wichtig fiir das
langfristige Uberleben der T-Zellen sein kénnen (Revy et al., 2001). Es konnte gezeigt wer-
den, dass es neben schwachen Ca?*t-Signalen zu einer Polarisierung der ProteinkinaseC-6
und einem lokalen Anstieg der Tyrosinphosphorylierung kommt, was schliefilich zu einer
schwachen Proliferation der T-Zellen fiihrt. Dabei sprechen CD4% T-Zellen leichter an als
CD8*" T-Zellen. Zeitgleich wurde verdffentlicht, dass bei der Interaktion von T-Zellen und
dendritischen Zellen ohne das spezifische Antigen die Leukozyten-spezifische Tyrosinkinase
(Lck) aktiviert wird, wobei die (-Kette des TCR nur teilweise und das (-Ketten assoziierte
Protein (ZAP-70) gar nicht phosphoryliert werden (Kondo et al., 2001). Des Weiteren kommt
es zu einer Antigen-unabhéngigen Expression der Cytokine IL-12R s und IFN-v. Neben ei-
ner Ca?*-Mobilisierung konnte 2003 gezeigt werden, dass gegen CD4 gerichtete Peptide oder
Wildtyp-MHCII iiber die Inhibition der Adenylatcyclase und der Aktivierung von cAMP-
Phosphodiesterasen einen Anstieg der cAMP-Konzentration verhindern kénnen (Zhou und
Konig, 2003), womit CD4 kostimulatorische Eigenschaften zugeschrieben werden. Eine neue-
re Arbeit zeigt, dass T-Zellen auch in der Abwesenheit von MHC-Molekiilen in Kontakt mit
dendritischen Zellen {iberleben kénnen (Feuillet et al., 2005). Zudem sind das kostimulierende
Molekiil CD28 und das Adhiisionsmolekiil LFA-1 beteiligt. AuBerdem kann das Uberleben
der T-Zellen zellunabhéngig durch die Cytokine 1L-4 und IL-7 vermittelt werden. Untersu-
chungen in Antigen-spezifischen TCR-transgenen und polyklonalen CD4" Gedichtniszellen
belegen ebenfalls, dass die Homdoostase der T-Zellen abhéngig von den Cytokinen IL-15 und
IL-7, aber unabhingig von MHCII ist (Kondrack et al., 2003; Lenz et al., 2004; Purton
et al., 2007). Daraus lisst sich schlieBen, dass die Reduktion der MHCII-vermittelten Ca 2+,
Signale durch die Inhibition des NAADP-Signalweges in den T-Zellen keineswegs zu einem
verminderten Uberleben der T-Zellen fithren muss. Diese Schlussfolgerung wird durch die
Tatsache unterstiitzt, dass nicht stimulierte Tygp-Zellen eine 48-stiindige Inkubation mit
BZ194 tolerierten (Dammermann et al., 2009). Vielmehr scheint die reduzierte, Zell-Zell-
Kontakt vermittelte Ca?*-Antwort der Typp-Zellen in der Abwesenheit des Antigens ebenso
auf einen Zustand der Nichtansprechbarkeit hinzudeuten. Dieser Zustand ist reversibel und

T-Zellen sind nach dem Auswaschen von BZ194 erneut in der Lage, auf ihr Antigen zu rea-
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gieren (Dammermann et al., 2009). In der Veréffentlichung von Kondo et al. (2001) wurde ein
Modell vorgeschlagen, bei dem die T-Zellen durch die Interaktion mit dendritischen Zellen
sensibilisiert werden und deshalb schneller auf die Prisentation eines Antigens ansprechen.
Das wére von Vorteil fiir die Entwicklung einer schiitzenden Immunantwort, kénnte aber auch
unerwiinschte Autoimmunantworten begiinstigen. Weitere Studien in naiven und Ged#chtnis-
T-Zellen sprechen ebenfalls dafiir, dass das MHCII-vermittelte Signal die Sensitivitédt der
T-Zellen erhoht (Kassiotis et al., 2002; Stefanova et al., 2002). Es wére daher denkbar, dass
durch die Inhibition des NAADP-vermittelten Ca?*-Signals in der Abwesenheit des Antigens
eine Sensibilisierung der T-Zellen unterbunden wiirde und sie auf diese Weise schlechter auf

das Antigen MBP ansprechen.

Gegenwirtige T-Zell-basierte Therapieansétze der Multiplen Sklerose versuchen die Migration
der T-Zellen durch die Blut-Hirn-Schranke in das ZNS zu verhindern oder eine Reaktivierung
der T-Zellen zu unterbinden (Lopez-Diego und Weiner, 2008). Ein generelles Unterdriicken
der T-Zellantwort kann jedoch zur Immunsuppression fithren und Infektionen begiinstigen.
Zum Beispiel entwickelte sich durch den Einsatz eines VLA4-Antikorpers, der die Bindung
an VCAMI und somit die Wanderung der T-Zellen in das ZNS verhindern soll, in einigen
Fillen eine schwere Viruserkrankung, die progressive multifokale Leukenzephalopathie (PML)
(Kleinschmidt-DeMasters und Tyler, 2005; Langer-Gould et al., 2005). Antigen-spezifische
Therapien versuchen die Immunsuppression zu umgehen, indem T-Zellen durch syntheti-
sche Peptide oder verdnderte Peptidliganden inaktiviert werden und daraus eine Antigen-
spezifische Toleranz entsteht. Trotz der hohen Spezifitdt kann diese Therapie einen geringen
Effekt aufweisen, da in diesem Fall nur ein antigener T-Zellrezeptor einer polyklonalen T-
Zellpopulation angesprochen wird. Auflerdem kann es sogar zu einer Verschlechterung der
Autoimmunerkrankung oder zum Auftreten allergischer Reaktionen kommen.

Durch den Einsatz von BZ194 konnte im Tiermodell der Verlauf der EAE abgeschwicht und
ihr Auftreten reduziert werden (Cordiglieri et al., 2010). Auch wenn aufgrund der fehlenden
Antigenspezifitit von BZ194 ein moglicher immunsuppressiver Effekt beriicksichtigt werden
muss, bietet der NAADP-Antagonist einige Vorteile. Zunéchst greift er durch die Reduktion
des Ca?*-Signals sehr friih in die T-Zellaktivierung ein. Des Weiteren ist BZ194 sehr spezi-
fisch, ohne die Ca?*-freisetzende Wirkung der sekundiren Botenstoffe IP; und cADPR zu
beeintrachtigen oder andere Zellen des Immunsystems zu beeinflussen (Dammermann et al.,
2009; Cordiglieri et al., 2010). Schlielich zeigt BZ194 auch nach dem Einsetzen klinischer
Symptome eine, wenn auch schwéichere Wirkung. Die Inhibition des NAADP-Signalweges
konnte deshalb ein viel versprechender Ansatz fiir die zukiinftige Therapie von Autoimmu-

nerkrankungen sein.
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5.2.3 Die Bedeutung von NAADP fiir die Ca>*-Signalgebung in
Cardiomyozyten der Maus

Die B-adrenerge Stimulation der Cardiomyozyten mit Isoprenalin fithrte zur Entstehung
zusiitzlicher Ca?t-Transienten wihrend der elektrischen Stimulation. Erstaunlicherweise konn-
te dieser proarrhythmische Effekt durch die Antagonisierung von NAADP mittels 1 mM
BZ194 vollstdndig unterdriickt werden (siehe Abbildung 4.20). Mit 0,5 mM BZ194 wurde
bereits eine signifikante Reduktion zusétzlicher Ca?*-Transienten erreicht, ohne dass der
Antagonist einen Effekt auf die Amplitude oder die reziproke Zeitkonstante gehabt hétte.
Mit 1 mM BZ194 kam es in der Anwesenheit von 200 nM Isoprenalin zu einer signifikanten
Reduktion der reziproken Zeitkonstante um 15%. Eine erniedrigte reziproke Zeitkonstante
bedeutet, dass es linger dauert, bis das Ca?*-Signal wieder abklingt. Dies kénnte darauf hin-
deuten, dass die Wiederaufnahme des Ca?" in das SR behindert ist. Allerdings handelte es
sich hier nur um einen leichten Effekt und die reziproke Zeitkonstante zeigte immer noch eine
Steigerung um iiber 100 % im Vergleich zur Kontrolle ohne Isoprenalin. BZ194 ist ein spezifi-
scher NAADP-Antagonist ist, der die NAADP-induzierte, gesteigerte Offenwahrscheinlichkeit
des RyR1 vermindern kann (Dammermann et al., 2009). Allerdings konnte Prof. Hohenegger
(Universitdt Wien) nahezu keinen Effekt von NAADP auf die Offenwahrscheinlichkeit des
Subtyps 2 des RyR, der im Herzen exprimiert wird, nachweisen (unversffentlichte persénliche
Mitteilung von Prof. Hohenegger). Es stellte sich daher die Frage, auf welche Art und Weise
das zusitzliche Ca?*, das die Ca?*-Transienten entstehen lisst, freigesetzt wird.

In der Literatur findet sich bisher eine Verdffentlichung, die einen Effekt von NAADP auf die
EKK in Cardiomyozyten beschreibt. Darin steigert NAADP die Amplitude des Ca?"-Signals
in ventrikuldren Cardiomyozyten von Meerschweinchen (Macgregor et al., 2007a). Dieser Ef-
fekt ist wahrscheinlich von einer S-adrenergen Stimulation abhingig, da die Inkubation mit
Isoprenalin erhohte NAADP-Level ergab. Interessanterweise ist der NAADP-induzierte An-
stieg der Ca?t-Amplitude sensitiv fiir Bafilomycin A1 und Ryanodin, was eine Beteiligung
der Lysosomen und des SR bedeutet. Es wurden keine zusitzlichen Ca?*-Transienten be-
schrieben, allerdings wurden die Zellen nur mit 5 nM Isoprenalin stimuliert. Diese Konzentra-
tion liegt unter der Konzentration von 10 nM, bei der in unserem System vermehrt spontane
Ca?"-Transienten auftraten. Macgregor et al. (2007a) postulieren, dass nach S-adrenerger
Stimulation gebildetes NAADP Ca?* aus sauren Kompartimenten der Zelle freisetzt. Durch
die Nihe zur SERCA kann das Ca " sofort in das SR aufgenommen werden und die Beladung
des SR erhéhen. Auf diese Weise kann bei der nichsten Stimulation mehr Ca?* aus dem SR
freigesetzt werden.

Der Einsatz von Bafilomycin A1 in unserem System hatte ebenfalls einen bedeutenden Einfluss
auf die Ca?"-Signalgebung der Cardiomyozyten. Durch diesen Inhibitor der H*-ATPase der
Lysosomen konnten die, durch Isoprenalin spontan hervorgerufenen Ca?*-Transienten fast
vollsténdig blockiert werden (siche Abbildung 4.25). Es stellt sich die Frage, welchen Anteil die
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Lysosomen als Ca?*-Speicher an der globalen Ca?"-Signalgebung einer Zelle haben kénnen.
Bisher wurde die Ca?*-Konzentration in Lysosomen selten bestimmt. In Makrophagen und
in Fibroblasten liegt sie zwischen 400 und 600 uM, einer Groflenordnung, die vergleichbar mit
der des ER ist (Miyawaki et al., 1997; Christensen et al., 2002; Lloyd-Evans et al., 2008).
Die Zerstorung des Protonengradienten der Lysosomen, zum Beispiel durch Bafilomycin Al,
fiihrt auch zum Verlust des Ca*"-Gradienten und zu einem Anstieg der [Ca?*], (Christensen
et al., 2002). Es wird daher angenommen, dass Lysosomen als Ca?T-Speicher durchaus an der
Ca?*-Signalgebung in Zellen beteiligt sein konnen (Churchill et al., 2002; Patel und Docampo,
2010).

Unter Verkniipfung der in dieser Arbeit erhobenen Daten und des vorgeschlagenen Modells
von Macgregor et al. (2007a) ist es vorstellbar, dass eine starke [-adrenerge Stimulation
wie in unserem System zu einer verstirkten Ca?™-Freisetzung aus lysosomalen Speichern
durch NAADP und einer gesteigerten Beladung des SR fithrt. Dies kénnte dann zusétzlich
zur beschriebenen Amplitudenerhéhung zur Induktion zusitzlicher Ca?T-Transienten fiihren.
Ebenfalls denkbar wiire, dass aus den Lysosomen freigesetztes Ca 2T als Co-Agonist den RyR
sensitivieren wiirde und auf diese Weise vermehrt Ca?" aus dem SR ausstrémen wiirde.
Infusionsexperimente mit NAADP in ventrikuldren Cardiomyozyten der Maus von Dr. Sieb-
rands (vormals Institut fiir Biochemie und Molemularbiologie I) unterstiitzen diese Hypothe-
se und belegen erstmalig, dass NAADP direkt in der Lage ist, ein Ca?*-Signal in ventri-
kuldren Cardiomyozyten auszulosen (Abbildung 5.4, unveréffentlichte personliche Mitteilung
von Dr. Siebrands). In diesen Versuchen bewirkte infundiertes NAADP einen Anstieg der in-
trazelluliren Ca?"-Konzentration mit einem Maximum bei knapp 40 nM NAADP. Der Effekt
von NAADP konnte durch 0,5 uM Bafilomycin Al oder den RyR-Inhibitor 10 uM Rutheni-
um Rot blockiert werden. Demzufolge sind die Lysosomen und das SR an dem NAADP-
vermittelten Ca?*-Anstieg beteiligt. Des Weiteren konnte Dr. Siebrands zeigen, dass ein
NAADP-induziertes Ca?*-Signal mit 10 uM ko-infundiertem BZ194 verhindert werden kann.
Dies unterstiitzt weiter die Spezifitit von BZ194 fiir NAADP. Dass in den Infusionsexpe-
rimenten wesentlich niedrigere Konzentrationen an BZ194 verwendet werden konnten als
bei der extrazelluliren Applikation von BZ194 fiir die Ca?*-Imagingversuche unter elektri-
scher Stimulation, kénnte auf eine lediglich moderate Membranpermeabilitit der Substanz
zuriickzufithren sein. Zudem wiére die Aktivierung von Transportern, die BZ194 wieder aus
der Zelle befordern, denkbar. Diese Annahme bestétigen auch die Versuche in den T-Zellen,
bei denen eine mehrstiindige Inkubation mit BZ194 nétig war, um einen Effekt auf die Ca?*-
Signalgebung zu haben (Dammermann et al., 2009). Der Zelltyp und die Art der Ca?*-
Signale scheinen dabei eine wesentliche Rolle zu spielen. In Cardiomyozyten konnte bereits
nach einstiindiger Inkubation mit BZ194 fast alle zusiitzlichen Ca?"-Transienten blockiert
werden, fiir einen maximalen Effekt in T-Zellen war hingegen eine 20-stiindige Inkubation

notig.
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Abbildung 5.4: Induktion eines CaZ?T-Signals in ventrikuliren Cardiomyozyten durch
infundiertes NAADP. Erhebung der Daten durch Dr. Cornelia Siebrands (ehemals Institut fiir
Biochemie und Molekularbiologie I). Cardiomyozyten wurden mit Fura-2 AM beladen und ihr Ca?t-
Signal am Fluoreszenzmikroskop nach der Infusion von 30nM NAADP oder Intrazellularpuffer als
Kontrolle gemessen. Fiir die Inhibitionsexperimente wurden die Zellen entweder 20 Minuten mit 0,5 uM
Bafilomycin A1 vorinkubiert oder 10 uM Ruthenium Rot beziehungsweise 10 uM BZ194 mit NAADP
ko-infundiert. Es sind Durchlichtbilder und farbkodierte Bilder repriasentativer Einzelzellen dargestellt.
Unterschiedliche Bereiche fiir das Ratio (340/380) wurden aufgrund technischer Verdnderungen des
Systems gewéhlt. Maflstab = 30 pm.
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Sofern NAADP in der Lage sein sollte, Ca?* aus den Lysosomen der Cardiomyozyten freizu-
setzen, wiren neben dem RyR weitere Kanile an der Ca ?T-Signalgebung beteiligt. Vor kurzem
wurden Two-pore channels (TPCs) als neue NAADP-sensitive Ionenkanéle identifiziert, die in
der Membran von sauren Vesikeln lokalisiert sind (Brailoiu et al., 2009; Calcraft et al., 2009;
Zong et al., 2009). TPCs kommen in drei Isoformen vor und gehéren zur Superfamilie der
Spannungs-gesteuerten Ionenkanile (Ishibashi et al., 2000; Anderson und Greenberg, 2001).
Im Menschen existieren die Isoformen TPC1 und TPC2 ,wobei hauptsichlich TPC2 in den
Lysosomen exprimiert wird (Brailoiu et al., 2009; Calcraft et al., 2009). Fiir TPC1 und TPC2
wurde die Expression auf mRNA-Ebene im Herzen der Maus beschrieben (Zong et al., 2009).
In der vorliegenden Arbeit konnte die Expression von TPC1 und TPC2 auf mRNA-Ebene in
ventrikuléren Cardiomyozyten der Maus nachgewiesen werden (nicht abgebildet), so dass sie
als NAADP-sensitive Ca?"-Kaniile in unserem System in Betracht kommen. Neueste Studien
wurden vornehmlich mit TPC2 durchgefiihrt. In Patch-Clamp Messungen von Lysosomen, die
aus TPC2-iiberexprimierenden HEK293-Zellen gewonnen wurden, konnte eine Abhéngigkeit
des NAADP-induzierten Stroms von der luminalen Ca?*-Konzentration und dem pH-Wert
festgestellt werden (Schieder et al., 2010). Diese Ergebnisse konnten im wesentlichen in Mes-
sungen der Offenwahrscheinlichkeit rekombinanter TPC2-Kanéle, die in kiinstliche Lipiddop-
pelschichten eingebracht worden waren, bestétigt werden (Pitt et al., 2010). Die Reaktion
von TPC2 auf nanomolare Konzentrationen von NAADP wird hierbei durch die luminale
Ca?*-Konzentration und den luminalen pH-Wert bestimmt. Bei einem Abfall der Ca?*-
Konzentration von 200 pM auf 10 uM und einem Anstieg des pH-Wertes von 4,8 auf 7,2 sinkt
die Offenwahrscheinlichkeit des TPC2-Kanals und die Bindung zu NAADP wird irreversi-
bel. Dies wiirde ermoglichen, dass NAADP erst von dem Kanal dissoziieren kénnte, wenn
sich die Ca?*-Speicher wieder regeneriert haben und die Auslésung eines neuen Ca?*-Signals
moglich wire. Allerdings wurde fiir TPC2 eine geringe Offenwahrscheinlichkeit sowie eine
geringe Leitfiahigkeit fiir Ca?t im Vergleich zum RyR und IP;R beobachtet (Ehrlich und
Watras, 1988; Tinker und Williams, 1992; Bezprozvanny und Ehrlich, 1994; Pitt et al., 2010).
Ein geringer NAADP-induzierter Ca?*-Ausstrom iiber TPC2 unter physiologischen Bedin-
gungen konnte die notwendige Amplifikation der lysosomalen Ca?*-Signale {iber CICF durch
die N&he zu RyR und IP;R am SR erkldren (Kinnear et al., 2004, 2008; Calcraft et al., 2009).
Der oben bereits erwihnte NAADP-Inhibitor Ned-19 konnte die Steigerung der Offenwahr-
scheinlichkeit durch NAADP mit einer Konzentration von 1 ¢M inhibieren (Pitt et al., 2010).
Bei niedrigeren Konzentrationen steigerte er jedoch ebenfalls die Offenwahrscheinlichkeit des
TPC2 und erzeugte zusammen mit NAADP sogar einen kumulativen Effekt. Ned-19 wurde
in dieser Verdffentlichung als nicht kompetitiver NAADP-Inhibitor bestétigt.

Weniger Anhaltspunkte gibt es fiir eine Beteiligung des lysosomalen TRP-ML1-Kanals am
NAADP-induzierten Ca?*-Signal. Einzelkanalmessungen an aufgereinigten Lysosomen aus

der Leber und den Koronararterien in kiinstlichen Lipiddoppelschichten zeigten eine NAADP-
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konzentrationsabhéngige Kanalaktivitdt, die durch einen gegen TRP-ML1 gerichteten An-
tikorper blockiert werden konnte (Zhang und Li, 2007; Zhang et al., 2009a). In intakten
Myozyten der Koronararterien konnte durch Endothelin-1 ein Ca?*-Signal erzeugt werden,
das durch eine verringerte Expression des TRP-ML1 mit Hilfe der RNA-Interferenz reduziert
wurde (Zhang et al., 2009a).

Die Beteiligung weiterer Signalkomponenten an der Entstehung zusatzlicher
Ca?*-Transienten

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass NAADP die
Entstehung zusétzlicher Ca?T-Transienten iiber Lysosomen nach einer S-adrenergen Stimula-
tion vermittelt. Die weiteren Untersuchungen sollten Hinweise auf die Verkniipfung zwischen
einer Aktivierung des S-Adrenozeptors und dem Auftreten zusitzlicher Ca?t-Transienten
liefern.

Es ist bekannt, dass Isoprenalin zur Bildung von cAMP fiihrt und auf diese Weise die PKA
aktiviert (Bers, 2002). Des Weiteren wurde die Aktivierung von Epac beschrieben, das zur
Aktivierung der CaMKII fithren kann (Oestreich et al., 2007, 2009). Durch die Verwendung
von cAMP-Analoga, die bevorzugt die PKA oder Epac aktivieren, konnte gezeigt werden,
dass allein die Aktivierung der PKA ausreicht, um in unserem System zusétzliche Ca?*-
Transienten zu erzeugen (siche Abbildung 4.21). Falls NAADP beteiligt sein sollte, miisste es
demnach zeitlich nachgeordnet nach der Aktivierung der PKA gebildet werden.

Dennoch konnte an diesem Punkt eine Beteiligung der CaMKII nicht ausgeschlossen werden,
da diese nach der S-adrenergen Stimulation auch PKA-abhéngig aktiviert werden kann. Die
Aktivitit der CaMKII ist abhiingig von der Frequenz und Gréfie von Ca?*-Signalen (De Ko-
ninck und Schulman, 1998). Beides wird nach der S-adrenergen Stimulation erhoht (Grimm
und Brown, 2010). Wird ein Anstieg der freien cytosolischen Ca?*-Konzentration in der Zelle
nach einer S-adrenergen Stimulation verhindert, kommt es auch nicht zur CaMKII-abhéngigen
Phosphorylierung von Phospholamban an Thr17 (Kuschel et al., 1999; Bartel et al., 2000).
Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Serl6 durch die PKA nach einer
[B-adrenergen Stimulation in perfundierten Herzen der Ratte der Phosphorylierung an Thr17
durch die CaMKII vorausgeht (Kuschel et al., 1999). Des Weiteren ist die Phosphorylierung
von Thr17 an Phospholamban und von Ser2815 am RyR2 durch die CaMKII von der PKA
abhéngig (Said et al., 2002; Ferrero et al., 2007). Es wird daher angenommen, dass die PKA
die Aktivierung der CaMKII durch einen PKA-abhéngigen Anstieg der freien cytosolischen
Ca?"-Konzentration bewirkt (Grimm und Brown, 2010).

Einige Veroffentlichungen belegen, dass die CaMKII relevant fiir die Entwicklung von Arrhyth-
mien sein kann. Nach der Stimulation mit Isoprenalin kam es in ventrikulidren Cardiomyozyten
von Kaninchen zu einem verstérkten Ca?t-Leck aus dem SR, das durch die CaMKII, aber
nicht durch die PKA vermittelt wurde (Curran et al., 2007). Ein gesteigerter Ca?"-Ausstrom
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aus dem SR wihrend der Diastole kann zur Entwicklung von Arrhythmien beitragen. Ferner
konnte gezeigt werden, dass Arrhythmien, die nach einer Acidose entstehen, von der Akti-
vitéit der CaMKII abhéngen (Said et al., 2008). Sag et al. (2009) haben herausgefunden, dass
die CaMKII zur Entstehung von Arrhythmien in (CaMKII)dco-transgenen Méusen beitrigt.
Diese Méuse haben im Vergleich zu Tieren des Wildtyps ein erhohtes Auftreten von EADs
unter normalen Bedingungen und zeigen vermehrt DADs nach der Stimulation mit Isoprena-
lin. Isoprenalin erhéht auch das Auftreten von unstimulierten Ca?T-Ereignissen und kann
Arrhythmien in vivo auslosen. Alle diese Ereignisse konnten jedoch durch die Inhibition der
CaMKII reduziert oder sogar vollsténdig verhindert werden.

Die Inhibtion der CaMKII mit dem Inhibitor KN-93 konnte die Entstehung von zusétzlichen
Ca?T-Transienten in unserem System verhindern, ohne einen Effekt auf die Amplitude oder
die reziproke Zeitkonstante zu haben (siehe Abbildung 4.22). Allerdings wurden die zusétz-
lichen Ca?"-Transienten auch durch das gegeniiber der CaMKII inaktive Analogon KN-92
unterdriickt. Einige Veroffentlichungen beschreiben unspezifische Effekte fiir KN-92 und KN-
93 (Deschénes et al., 2002; Gao et al., 2006; Rezazadeh et al., 2006). Vor allem relevant fiir un-
ser System ist, dass beide Substanzen L-Typ Ca?"-Kanile (Gao et al., 2006) und Kvy-Kanile
(Rezazadeh et al., 2006) beeintriichtigen kénnen, die an der Entstehung des Ca?"-Einstroms
und des Iky-Stroms beteiligt sind (Nerbonne und Kass, 2005). Es wire also denkbar, dass
dadurch der Verlauf des Aktionspotentials verdindert wird und dies wiederum die Entstehung
zusitzlicher Ca?T-Transienten vermindert.

Aus diesem Grund wurde zusétzlich das CaMKII-spezifische inhibitorische Peptid AIP ein-
gesetzt, fiir das bisher keine unspezifischen Effekte beschrieben wurden. Da es jedoch in un-
serem System keinen inhibitorischen Effekt gezeigt hat (siehe Abbildung 4.23), wurde die
Schlussfolgerung gezogen, dass die Entstehung zusitzlicher Ca?*-Transienten in unserem Sy-
stem hauptséchlich auf die Aktivitéit der PKA zuriickzufiihren ist und die CaMKII vermutlich
eine geringe Rolle spielt.

Nach den gewonnen Ergebnissen kann ein Modell entworfen werden, nach dem NAADP ver-
mutlich PKA-abhéngig nach der Stimulation mit Isoprenalin gebildet wird (Abbildung 5.5).
Dies wird durch die Ergebnisse von Macgregor et al. (2007a) unterstiitzt. Allerdings soll-
te nicht die Moglichkeit ausgeschlossen werden, dass auch eine gleichbleibende NAADP-
Konzentration eine Sensitivierung des Ca?*-freisetzenden Systems bewirken kénnte, die sich
additiv auf den Effekt einer Stimulation mit Isoprenalin auswirken wiirde. NAADP kann lyso-
somale, Ca?T-permeable Ionenkanile, bei denen es sich um TPCs handeln kénnte, aktivieren.
Ausstromendes Ca?* kann in das benachbarte SR aufgenommen werden und dort die Ca?*-
Beladung erhéhen. Dadurch wiirde die Entstehung spontaner Ca?*-Transienten begiinstigt
werden. Zusitzlich wire auch eine direkte Wirkung des Ca?t als Co-Agonist auf den RyR
denkbar. Eine Sensibilisierung des RyR durch NAADP wiirde einen weiteren Ausstrom von

Ca?" aus dem SR begiinstigen. Nach den Daten von Prof. Hohenegger (Universitit Wien)
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scheint NAADP allerdings keinen nennenswerten Effekt auf den RyR2 zu haben.

Isoprenalin

|

B-AR )

Sarkolemm

T-Tubulus

\" - Bafilomycin

Saures +
Vesikel H™-ATPase

Abbildung 5.5: Modell der Entstehung zusitzlicher Ca?T-Transienten in murinen Car-
diomyozyten nach der Stimulation mit Isoprenalin. Isoprenalin aktiviert den [-adrenergen
Rezeptor. Dieser ist an das G-Protein Gy, gekoppelt, woriiber es zur Aktivierung der Adenylatcy-
clase kommt. Die Adenylatcyclase bildet cAMP, das die PKA aktiviert. Durch die PKA koénnte es
zur Bildung von NAADP kommen. NAADP aktiviert wiederum Ca?"-Kaniile in den sauren Vesikeln.
Ausstromendes Ca?" wird durch die benachbarte SERCA in das SR aufgenommen. Dadurch erhéht
sich die Beladung des SR, dessen Uberbeladung zur Entstehung spontaner Ca?"-Transienten fiihrt.
Die PKA phosphoryliert aufierdem den L-Typ Ca**-Kanal (LTCC), den RyR und das Phospholamban
(PLN), wodurch die Kontraktion verstirkt und die Relaxation beschleunigt wird. Eine zusitzliche Wir-
kung von NAADP auf den RyR erscheint nach dem jetzigen Kenntnisstand eher unwahrscheinlich. Die
NAADP-vermittelten Effekte konnen durch den NAADP-spezifischen Antagonisten BZ194 inhibiert
werden. Bafilomycin A1 blockiert die vaskuolire HT-ATPase, wodurch der Ca?"-Gradient zwischen
den sauren Vesikeln und dem Cytoplasma aufgehoben wird. Der Verlust des Ca?"-Gradienten verhin-
dert, dass Ca®" aus den sauren Vesikeln freigesetzt werden kann und verhindert so die Entstehung
zusétzlicher Ca?"-Transienten.

5.3 Der NAADP-Signalweg in unterschiedlichen Zellmodellen

Bei den Untersuchungen des NA ADP-Signalweges hat sich herausgestellt, dass in Abhéngigkeit
vom Zelltyp unterschiedliche Ca?T-Speicher und Rezeptoren an der Ca?*-Freisetzung durch
NAADP beteiligt sind. Die vorliegende Arbeit bestétigt bisherige Ergebnisse, die eine unter-
schiedliche Wirkungsweise fiir NAADP in Herzzellen und in T-Zellen beschreiben. Es wird
kontrovers diskutiert, ob saure Ca?T-Speicher oder das SR/ER sensitiv fiir NAADP sind. Da-
mit einhergehend stellt sich die Frage, ob der RyR am SR/ER oder Kaniile in der Membran
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der sauren Vesikel wie zum Beispiel TPCs auf NAADP reagieren. Immer mehr Ergebnisse
deuten jedoch darauf hin, dass NAADP tatséichlich auf unterschiedliche Rezeptoren wirken
kann, womit unterschiedliche Mechanismen der Ca?*-Freisetzung abhingig vom zelluliren
System verbunden sind.

Es ist offensichtlich, dass T-Zellen und Cardiomyozyten vollig verschiedene Funktionen im
Organismus iibernehmen, woraus eine jeweils andere Anforderung an die Ca?*-Signalgebung
in den Zellen resultiert. Herzzellen miissen kontinuierlich 60- bis 70-mal in der Minute kon-
trahieren, was bedeutet, dass die intrazellulire Ca?*-Konzentration in kiirzester Zeit an-
steigt, aber das Ca?" auch ebenso effektiv wieder aus der Zelle beférdert werden muss.
Uberschiissiges Ca?" kann in Herzzellen schnell zu arrhythmischen Ereignissen fithren. Die
Ca?*-Signalgebung in T-Zellen spielt sich hingegen in einem véllig anderen Zeitrahmen ab. Ei-
ne adaptive Immunantwort, fiir deren erfolgreichen Verlauf die Antigen-spezifischen T-Zellen
stark proliferieren miissen, dauert mehrere Tage an. Fiir ihre Aktivierung und Vermehrung
muss das Ca?"-Signal in den T-Zellen iiber mehrere Stunden erhoht sein. Des Weiteren kann
die Art des Ca?T-Signals iiber den weiteren Verbleib der T-Zelle entscheiden - Aktivierung,
Apoptose oder Anergie - und somit eine entscheidende Rolle bei der Entstehung autoreaktiver
Immunantworten spielen.

Studien zur NAADP-vermittelten Ca?"-Signalgebung in T-Zellen wurden hauptsichlich in
der T-Zelllinie Jurkat in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Dabei scheint NAADP den
RyR am ER zu aktivieren und somit auf denselben Ca?T-Speicher wie IP; und cADPR
zu wirken. Mit Ruthenium Rot, einem Inhibitor des RyR, konnte das NAADP-induzierte
Ca?*-Signal in Mikroinjektionen reduziert werden (Langhorst et al., 2004). Eine verminder-
te Expression des RyR durch den Einsatz von antisense-RNAs konnte ebenfalls NAADP-
induzierte Ca?*-Signale hemmen. In hochauflésendem Ca?*-Imaging konnten zudem durch
NAADP ausgeloste lokale Ca?*-Signale mit einer Amplitude von 30 bis 100 nM identifiziert
werden (Dammermann und Guse, 2005). Diese konnten ebenfalls mit Ruthenium Rot und
Ryanodin oder durch die Verwendung von antisense-RNAs gegen den RyR unterdriickt wer-
den. Ein intaktes ER scheint notwendig fiir das NAADP-vermittelte Ca?*-Signal zu sein,
da die Inkubation mit Tg eine weitere Freisetzung von Ca?* aus dem ER durch NAADP
weitgehend verhindert (Steen et al., 2007). Hingegen zeigte der Einsatz von Bafilomycin A1,
wodurch der Ca?*-Gradient zwischen lysosomalen Speichern und dem Cytoplasma zerstort
wird, keinen Effekt. Die kiirzlich verdffentlichten [*H]-Ryanodin-Bindungsstudien an isolier-
ten RyR des Subtyps 1 belegen, dass NAADP die Offenwahrscheinlichkeit des RyR, erhchen
kann (Dammermann et al., 2009). BZ194 blockiert diesen Effekt und der erfolgreiche Einsatz
dieses NAADP-spezifischen Inhibitors in priméiren T-Zellen unterstiitzt die Hypothese, dass
NAADP Ca?* iiber den RyR1 freisetzt.

Untersuchungen in glatten und gestreiften Muskelzellen deuten hingegen eher auf eine Be-

teiligung lysosomaler Ca?*-Speicher hin. In den glatten Muskelzellen der Herzkranzgefifie
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konnte durch Endothelin-1 ein Anstieg der NAADP-Konzentration gemessen und ein Ca?*-
Signal beobachtet werden (Zhang et al., 2006). Letzteres konnte nur teilweise mit Ryanodin,
aber vollstindig mit Bafilomycin A1l blockiert werden. In glatten Muskelzellen der Pulmo-
nararterien induzierte NAADP lokal begrenzte Ca?"-Signale, die ein globales Ca?*-Signal
und daran anschlieBende Kontraktionen auslosten (Boittin et al., 2002). Die Inkubation mit
Tg oder Ryanodin konnte nur die globalen, nicht aber die lokalen Ca?*-Signale verhindern.
Des Weiteren gibt es eine Arbeit in ventrikuldren Cardiomyozyten, die oben bereits beschrie-
ben wurde (Macgregor et al., 2007a). NAADP steigerte in diesen Versuchen die Amplitude
von globalen Ca?*-Signalen und von Ca?*-Spikes. Obwohl Ryanodin zusammen mit Tg die
Amplitude globaler Ca?*-Signale wieder senkte, reichte allein die Inkubation mit Bafilomy-
cin Al aus, um den NAADP-vermittelten Effekt auf die Amplitude zu unterdriicken. Nur die
Veroffentlichung von Mojzisova et al. (2001) beschreibt eine direkte Wirkung von NAADP
auf die Offenwahrscheinlichkeit des RyR2 von Hunden. Allerdings wurde auch beschrieben,
dass NAADP keinen Effekt auf eine der drei Isoformen des RyR hat (Copello et al., 2001;
Pitt et al., 2010), was auch den Bindungsstudien sowie den Einzelkanalstudien von Prof.
Hohenegger am RyR1 widerspricht (Hohenegger et al., 2002; Dammermann et al., 2009).
Auch in Zellen des Pankreas wurden sowohl Hinweise auf die Beteiligung des RyR als auch ly-
sosomaler Speicher am NAADP-induzierten Ca?*-Signal gefunden. Photoaktiviertes NAADP
kann Ca?*-Oszillationen in Azinuszellen induzieren, die durch die Zerstorung der Lysosomen
durch GPN blockiert werden (Yamasaki et al., 2004). Des Weiteren kann NAADP Ca?"-
Signale in der (-Zelllinie MING auslosen, die durch Bafilomycin Al, nicht aber durch Tg
gehemmt werden konnen (Mitchell et al., 2003; Yamasaki et al., 2004). Demgegeniiber ste-
hen Studien in Azinuszellen, die davon ausgehen, dass NAADP Ca?T sowohl aus lysosomalen
Speichern als auch aus dem ER und der Kernhiille freisetzen kann (Gerasimenko et al., 2003b,
2006).

Weitere Studien in PC12-Zellen und Astrozyten unterstiitzen die Hypothese, dass ein intak-
tes SR fiir die vollstdndige Wirkung von NAADP notwendig ist, jedoch die Inhibition der
Lysosomen allein ausreicht, um den Ca?T-freisetzenden Effekt von NAADP vollstindig zu
unterdriicken (Heidemann et al., 2005; Brailoiu et al., 2006).

Ohne sich zun#chst auf den Zelltyp festzulegen, kommen drei verschiedene Szenarien fiir
den NAADP-Signalweg in Frage (Abbildung 5.6). (I) NAADP wirkt direkt auf den RyR am
ER/SR und 16st so ein Trigger-Signal aus, dass iiber CICF von dem IP;R und dem RyR
verstirkt wird. (IT) NAADP aktiviert Ca?"-Kanéle in der Membran lysosomaler Vesikel.
Ausstromendes Ca?t dient ebenfalls als Trigger und aktiviert IP;R und RyR iiber CICF.
(IIT) NAADP wirkt wiederum auf lysosomale Ca?T-Speicher; das Ca?" wird jedoch durch
rdumliche N&he zur SERCA sofort in das ER/SR aufgenommen und erhsht so die Bela-
dung dieser Speicher. Das Szenario III wurde von Macgregor et al. (2007a) in ventrikuldren

Cardiomyozyten vorgeschlagen, in denen eine erhohte Beladung des SR nach der Photoly-
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se von NAADP nachgewiesen wurde. Unsere Daten unterstiitzen dieses Modell, da sowohl
der NAADP-spezifische Inhibitor BZ194 als auch Bafilomycin Al die Entstehung zusétzlicher
Ca?T-Transienten in diesen Zellen unterdriicken. Dennoch kann natiirlich nicht eine direk-
te Wirkung des Ca?t auf den RyR wie in Szenario IT ausgeschlossen werden. Dafiir spricht
auch, dass Lysosomen und das SR in der Zelle Kontaktstellen zueinander ausbilden kénnen
und auf diese Weise eine Trigger-Zone fiir das NAADP-induzierte Ca?"-Signal schaffen (Kin-
near et al., 2004, 2008). Fiir T-Zellen gibt es im Gegensatz zu allen anderen Zelltypen bis jetzt
keine Hinweise auf eine Beteiligung lysosomaler Speicher an der Freisetzung von Ca?t durch
NAADP. Die bisherigen Daten lassen deshalb derzeit auf das Modell I schliefen. Da der RyR
tiber CICF aktiviert werden kann, ist es schwer, einen direkten und einen indirekten Effekt auf
diesen Ca?*-Kanal zu unterscheiden. Durch die unterschiedliche Wirkungsweise von NAADP
in verschiedenen Zellmodellen werden unterschiedliche Kontrollmechanismen erméglicht. Da
in T-Zellen drei Ca?*-freisetzende sekundire Botenstoffe auf denselben Ca?T-Speicher wir-
ken, ist eine strenge zeitliche Kontrolle der Botenstoffe nétig. In Herzzellen erfolgt die Kon-

trolle hingegen auf riumlicher Ebene, indem wahrscheinlich unterschiedliche Ca?*-Speicher

in die Ca?"-Signalgebung einbezogen werden.

Saures

T Vesikel

Abbildung 5.6: Modell fiir die Ca?*-Freisetzung durch NAADP. NAADP kann auf den RyR

(I) oder saure Vesikel (II,III) wirken und auf diese Weise Ca?" aus dem ER/SR oder den sauren
Vesikeln freisetzen. Ca?' aus den sauren Vesikeln kann entweder direkt auf den RyR wirken (II)
und iiber CICF weiteres Ca®" aus dem ER/SR freisetzen, oder iiber die SERCA in das ER/SR
aufgenommen werden (ITI) und so die Beladung dieses Ca®"-Speichers erhohen. Freigesetztes Ca*"
aus dem ER/SR kann ebenfalls weitere RyR aktivieren.

Unabhiingig davon, welcher Ca?*-Speicher auf NAADP reagiert, scheint NAADP in allen
Modellen eine wichtige Funktion als Ca ?*- Trigger inne zu haben. Dafiir spricht, dass NAADP
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innerhalb von Sekunden nach der Aktivierung von Zellen gebildet werden kann (Gasser et al.,
2006; Soares et al., 2007) und dass es kleine, lokale Ca?"-Signale vor der Entstehung eines
globalen Ca?*-Signals auslésen kann (Boittin et al., 2002; Dammermann und Guse, 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte zum einen die Bedeutung von NAADP fiir die Ca?*-
Signalgebung in T-Zellen unterstrichen werden. Zum anderen lieferten die Analysen in ventri-
kuldren Cardiomyozyten Hinweise auf eine Beteiligung von NAADP an der Modulation des
elektrisch stimulierten Ca?*-Signals. Mit BZ194 stand ein spezifischer NAADP-Antagonist
zur Verfiigung, mit dem es moglich war, in den gewihlten Zellsystemen den Beitrag von
NAADP an der Antigen-spezifischen Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen sowie der Isopre-
nalin-vermittelten Entstehung arrhythmischer Ca?*-Transienten zu untersuchen. Durch die
weiterfithrenden in vivo Versuche in Ratten mit einer EAE wird deutlich, dass eine Inhi-
bition des NAADP-Signalweges zu einem stark abgemilderten Krankheitsverlauf dieser T-
Zell-vermittelten Autoimmunreaktion fiithrt (Cordiglieri et al., 2010). Ein frither Eingriff in
die Aktivierung von T-Zellen durch die Intervention mit der NAADP-induzierten Ca?*-
Signalgebung scheint daher ein sinnvoller Ansatz fiir die Unterdriickung einer unerwiinschten
T-Zellaktivierung zu sein. Bisher unbekannt war, dass NAADP in Cardiomyozyten nicht nur
zu einer Steigerung der Amplitude wihrend der elektrischen Stimulation fithren kann (Macgre-
gor et al., 2007a), sondern auch zu der Entstehung zusétzlicher Ca?T-Transienten beizutragen
scheint. Diese arrhythmischen Ereignisse auf zelluldrer Ebene waren mit BZ194 vollsténdig
unterdriickbar und geben Hinweise auf eine mogliche Beteiligung von NAADP an Rhyth-

musstorungen im Gesamtorgan Herz.



116

6 Zusammenfassung

Ca?T ist ein universeller sekundirer Botenstoff, der eine entscheidende Rolle bei der Signal-
gebung der verschiedensten Zelltypen spielt. Die Freisetzung von Ca?* aus intrazelluldren
Speichern erfolgt iiber die sekundéren Botenstoffe NAADP, IP; und cADPR. Die Besonder-
heit von NAADP ist, dass es bereits in nanomolaren Konzentrationen wirksam ist und eine
Trigger-Funktion fiir die Entwicklung des globalen Ca?"-Signals einer Zelle einnehmen kann.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung von NAADP fiir die Ca?"-Signalgebung in
zwel unterschiedlichen pathophysiologischen Zellmodellen fiir T-Zellen und Cardiomyozyten
untersucht.

Zunéchst wurde ein neues System zur Aktivierung und zur Bestimmung von [Ca2+]i in T-
Zellen in witro erfolgreich etabliert. Dabei wurde die géingige Stimulation tiber Antikorper
durch die Aktivierung mit Antigen-priasentierenden Zellen ersetzt. Der Zell-Zell-Kontakt er-
moglicht das Ausbilden einer Immunologischen Synapse, in der es zur definierten rdumlichen
Anordnung der an der Signalgebung beteiligten Proteine kommt. Das Modell ist an die Multi-
ple Sklerose, eine Autoimmunerkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS), angelehnt. Fiir
das sogenannte Zweizellsystem wurden primére MBP-spezifische T-Zellen der Ratte und eine
Astrozytenzelllinie als Antigen-présentierende Zellen verwendet. MBP-spezifische T-Zellen
konnen durch den Transfer ins Tier eine Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
(EAE) auslosen, ein bekanntes Tiermodell fiir die Multiple Sklerose in der Ratte. Astro-
zyten sind als vorherrschende Gliazellen des ZNS nicht-professionelle Antigen-prisentierende
Zellen, die an Entziindungsreaktionen beteiligt sein kénnen.

Es konnte gezeigt werden, dass die T-Zellen in der Anwesenheit des spezifischen Antigens in-
nerhalb weniger Minuten ein starkes, lang anhaltendes Ca?*-Signal entwickeln. Im Verlauf des
Ca?T-Signals kam es zur Abrundung der T-Zellen und zu einer festen Kontaktausbildung mit
den Astrozyten, wodurch die T-Zellen immobilisiert wurden. In der Abwesenheit des Antigens
traten hingegen nur schwache und zeitlich stark verzogerte Ca?*-Signale auf, wihrend derer
die T-Zellen mobil blieben. Eine gleichzeitige Untersuchung des Ca?*-Signals in den Astrozy-
ten ergab, dass sich in diesen withrend der Kontaktbildung zur T-Zelle keine globalen Ca?*-
Signale entwickelten. Durch den Einsatz des spezifischen NAADP-Antagonisten BZ194 konnte
das mittlere, globale Ca?"-Signal in den T-Zellen deutlich reduziert werden. Dies fithrte im
Mittel zu einer erhohten Motilitéat der Zellen. Auflerdem deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
NAADP auch bei der Entstehung Antigen-unabhingiger Ca?"-Signale beteiligt sein kénnte

und so eine Sensitivierung von T-Zellen ermdglicht, um ein leichteres Ansprechen auf das
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spezifische Antigen zu erlauben. In der Arbeitsgruppe von Prof. Fliigel (Universititsklinikum
Gottingen) mit BZ194 durchgefiihrte in wvitro- und in vivo-Studien belegen, dass die Un-
terdriickung des NAADP-induzierten Ca?*-Signals eine verminderte T-Zellaktivierung und
Proliferation, sowie eine erhebliche Abschwichung der klinischen Symptome der EAE zur
Folge hatte.

In ventrikulidren Cardiomyozyten sorgt das Ca?"-Signal fiir die Verkniipfung der elektrischen
Erregung der Zelle mit der Kontraktion. Die Ca?*-Signalgebung kann durch die Stimulation
des -Adrenozeptors mit Isoprenalin moduliert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Ca?*-Signal muriner, ventrikulérer Cardiomyozyten wihrend der elektrischen Stimulation
analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass es in der Gegenwart von Isoprenalin zur Entstehung
zusitzlicher Ca?*-Transienten kam, woraus arrhythmische Kontraktionen entstanden. Fiir die
folgenden Versuche dienten diese zusitzlichen Ca?*-Transienten als vereinfachtes Modell fiir
Rhythmusstérungen im Herzen. Die Ergebnisse belegen, dass der proarrhythmische Effekt des
Isoprenalins wahrscheinlich iiber die Proteinkinase A vermittelt wird. Bemerkenswerterweise
konnte durch den Einsatz von BZ194 die Bildung zusitzlicher Ca?"-Transienten verhindert
und somit eine Beteiligung von NAADP aufgezeigt werden. Die weiteren Ergebnisse geben
Hinweise darauf, dass NAADP Ca?" aus lysosomalen Speichern freisetzt. Dies konnte zu einer
Uberladung des sarcoplasmatischen Retikulums mit Ca?" und schlieBlich zur Entstehung
zusitzlicher Ca?*-Transienten fithren.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass NAADP nicht nur entscheidend fiir
die Aktivierung von T-Zellen ist, sondern auch an der Entstehung arrhythmischer Ereignisse
in Cardiomyozyten beteiligt zu sein scheint. Die Inhibition der NAADP-vermittelten Ca?*-
Signalgebung konnte die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen verhindern und das Auftreten
zusitzlicher Ca?*-Transienten in ventrikuliren Cardiomyozyten unterbinden. Der NAADP-
Signalweg stellt somit ein viel versprechendes Ziel fiir zukiinftige pharmakologische Interven-

tionen dar.
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7 Abstract

Ca?" is a universal second messenger, playing an important role for signaling in a variety
of different cell types. Ca??t is released from intracellular stores by the second messengers
NAADP, IP, and cADPR. A special feature of NAADP is its effective concentration in the
low nanomolar range and its function as trigger for the development of global Ca?* signals
inside the cell. In the present work the role of NAADP for Ca?* signaling in two different
pathophysiological cell models for T cells and cardiomyocytes was analyzed.

First, a new system for activation and determination of [Caﬁﬂi in T cells in vitro was suc-
cessfully established. In this system the common stimulation with antibodies was replaced
by the activation with antigen-presenting cells. Cell-cell contact allows the formation of an
immunological synapse, which leads to a defined spatial arrangement of proteins participating
in signaling. The model follows multiple sclerosis (MS), an autoimmune disease of the central
nervous system (CNS). For the so-called two cell system primary MBP-specific T cells of the
rat and an astrocyte cell line as antigen-presenting cells were used. Transfered into animals,
MBP-specific T cells are able to induce an Experimental Autoimmune Encephalomyelitis
(EAE) - a prominent animal model for MS in the rat. Astrocytes, the prevalent glia cells in
the CNS, are non professional antigen-presenting cells and participate in inflammation.

It was shown, that T cells develop a strong, long lasting Ca?* signal in a few minutes in the
presence of the specific antigen. During Ca?" signaling T cells rounded up and made stable
contacts with the astrocytes, which led to immobilization of the T cells. In the absence of
the antigen only weak and delayed Ca?T signals appeared, and the T cells stayed mobile.
A simultaneous analysis of Ca?" signaling in astrocytes showed no global Ca?* signaling in
these cells during contact to T cells. Incubation with the specific NAADP-antagonist BZ194
considerably reduced the mean global Ca?" signal in T cells. In average, this led to a higher
motility of the cells. Additionally, the results indicate a participation of NAADP in the de-
velopment of antigen-independent Ca 2" signals, which may allow sensitization of T cells and
therefore an easier response to the specific antigen. In vitro and in vivo studies with BZ194,
conducted by the group of Prof. A. Fliigel, showed, that suppression of the NAADP-induced
Ca?T signal results in a reduced T cell activation and proliferation as well as an attenuation
of clinical symptoms of EAE.

In ventricular cardiomyocytes Ca?" signaling is the link between electrical excitation and
contraction of the cell. Ca?* signaling can be modulated by stimulating the 3-adrenoceptor

with isoprenalin. In the present work the Ca?" signal of murine, ventricular cardiomyocytes
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was analyzed during electrical stimulation. In the presence of isoprenalin additional Ca?"
transients were observed, leading to arrhythmogenic contractions. In following experiments
these additional Ca?" transients were used as a model for arrhythmia in the heart. The
proarrhythmic effect of isoprenalin is most probably mediated by protein kinase A. Notably,
administration of BZ194 blocked the appearance of additional Ca?*t transients and demon-
strated a participation of NAADP. Further results indicate, that NAADP releases Ca?" from
lysosomal stores. This might lead to a Ca 2t overload of the sarcoplasmic reticulum and finally
to the appearance of additional Ca?* transients.

The present work shows that NAADP is not only crucial for activation of T cells, but may also
participate in the development of arrhythmic events in cardiomyocytes. Inhibiting NAADP-
mediated Ca?" signaling prevented the activation of autoreactive T cells and reduced the
number of additional Ca?" transients in ventricular cardiomyocytes. The NAADP signaling

pathway is therefore a promising target for pharmacological interventions in the future.
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