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1. Einleitung

1.1. Funktion von T-Lymphocyten im Immunsystem

Alle multizellulären Organismen müssen sich im Laufe ihres Lebens gegen Krankheitserreger

wie Bakterien, Viren und parasitäre Ein- und Vielzeller zur Wehr setzen. Daher hat sich

im Verlauf der Evolution ein Immunsystem gebildet, bei dem es sich um ein komplexes

Netzwerk aus Zellen und Biomolekülen handelt, das zwischen „eigen“ und „fremd“ sowie

„harmlos“ und „gefährlich“ unterscheiden kann. Auf diese Weise erkennt das Immunsystem

eingedrungene Pathogene und maligne transformierte körpereigene Zellen und zerstört diese

(Janeway et al., 2001).

Das Immunsystem besteht aus zwei großen Bereichen: Der angeborenen Immunität und

dem spezifischen, adaptiven Immunsystem. Die angeborene Immunität, die Antigene an

konservierten Eigenschaften erkennt, besteht aus den Granulocyten, den Makrophagen und

dem alternativen Weg des Komplementsystems. Dieser Teil des Immunsystems besitzt kein

Gedächtnis, d. h. die Immunreaktion erfolgt bei wiederholter Infektion durch den gleichen

Erreger in gleichbleibender Stärke und führt zu keiner anhaltenden Immunität. Die Phago-

cyten des angeborenen Immunsystems stellen trotzdem eine wichtige erste Verteidigungslinie

gegen viele pathogene Mikroorganismen dar und sind besonders für die Abwehr bakterieller

Infektionen essentiell (Janeway et al., 2001).

Das angeborene Immunsystem kann nur solche Pathogene erkennen, die konservierte Ei-

genschaften aufweisen. Daher hat die adaptive Immunantwort, die auf den Lymphocyten,

einer Subpopulation der Leukocyten, basiert, eine herausragende Bedeutung. Diese Zellen

können durch Antigen-Rezeptoren auf ihrer Oberfläche körperfremde Strukturen erkennen.

Die Gene, die für diese Rezeptoren codieren, werden im Verlauf der Entwicklung der Lym-

phocyten in einem komplexen, als somatische Rekombination bezeichneten Prozeß so aus

Genfragmenten rearrangiert, daß jede lymphocytäre Zelle ihre eigene Spezifität erhält. Diese

legt fest, durch welches Antigen die Zelle aktiviert werden kann. Im Verlauf der individu-

ellen Entwicklung der Lymphocyten werden im Thymus während der sogenannten klonalen

Deletion die Zellen durch Apoptose getötet, die für körpereigene Strukturen spezifisch sind.

Auf diesem Prozeß beruht die Toleranz der verbleibenden Zellpopulation gegen körpereigene

Antigene.

Eine Immunantwort kommt zustande durch die klonale Selektion und Expansion der für

das Antigen spezifischen Zellen. Dazu müssen die Zellen durch Erkennung ihres Antigens

aktiviert werden. Ein Teil des entstandenen Zellklons bleibt nach Ende der Immunreaktion

als Gedächtniszellen zurück und kann bei wiederholter Infektion mit dem gleichen Patho-
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gen schnell reaktiviert werden. Auf diese Weise wird eine mitunter lebenslang anhaltende

Immunität erreicht (Janeway et al., 2001).

Adaptive Immunreaktionen zeichnen sich durch die Aktivierung von zwei miteinander ver-

bundenen Wegen aus: B-Lymphocyten synthetisieren nach ihrer klonalen Expansion lösliche

und membrangebundene Antikörper und bilden so die Grundlage der humoralen Immuni-

tät, die gegen Pathogene im Extrazellulärraum gerichtet ist. T-Lymhocyten stellen dagegen

die zelluläre Immunität dar, die sich gegen intrazelluläre Pathogene sowie transformierte

Zellen richtet. Es gibt zwei große Subpopulationen der T-Lymphocyten: Cytotoxische T-

Lymphocyten, die durch das Oberflächenantigen CD8 gekennzeichnet sind, töten infizierte

und transformierte Zellen. T-Helfer-(TH)-Zellen, die das Oberflächenantigen CD4 aufwei-

sen, aktivieren Makrophagen und B-Lymphocyten. CD4-positive T-Zellen können aufgrund

der von ihnen gebildeten Cytokine weiter in die Subpopulationen der TH1- und TH2-Zellen

differenziert werden (Janeway et al., 2001).

1.2. Aktivierung von T-Lymphocyten

Zur Aktivierung von T-Lymphocyten ist eine zeitlich und räumlich koordinierte Abfolge von

Signalprozessen notwendig, an deren Ende die klonale Expansion der Zelle steht (Berridge,

1997). Dabei kommt es zur Aktivierung des auf der Oberfläche der Zellen vorhandenen T-

Zell-Rezeptor-Komplexes (TCR-Komplex), der aus dem TCR selbst sowie den assoziierten

CD3-Molekülen besteht. Der TCR wird aus je einer α- und β-Kette gebildet, deren Gene

bei der somatischen Rekombination während der T-Zell-Entwicklung rekombiniert werden.

Daher hat jeder TCR eine eigene Spezifität, die die Erkennung genau eines Antigens im

Kontext mit einem Protein des Haupthistokompatibilitäts-Komplexes (MHC) ermöglicht.

Das Antigen wird auf der Oberfläche antigen-präsentierender Zellen (APCs) als prozessier-

tes Peptidfragment, gebunden an ein MHC-Molekül, präsentiert. MHC-Proteine der Klasse I

befinden sich auf allen kernhaltigen Zellen, solche der Klasse II nur auf sogenannten professio-

nell antigen-präsentierenden Zellen, d. h. Makrophagen, B-Lymphocyten und dendritischen

Zellen.

Der TCR selbst hat nur einen kleinen cytoplasmatischen Anteil, weshalb die assoziierten

Proteine des CD3-Komplexes essentiell für die Signaltransduktion durch den TCR sind. Nach

Ligation des TCR durch den Komplex aus antigenem Peptid und MHC-Molekül kommt es

schnell zu multiplen Tyrosin-Phosphorylierungen innerhalb konservierter Motive (ITAMs)

der CD3-Proteine. Die Phosphorylierung der ITAM-Motive erfolgt durch Tyrosin-Kinasen

der Src-Familie, wobei in T-Zellen insbesondere die Proteine p59fyn und p56lck beteiligt

sind. Diese sind durch Myristoyl-Reste an die Plasmamembran gebunden und mit den als

Co-Rezeptoren wirksamen Oberflächenantigen CD4 und CD8 assoziiert. Diese binden bei

Wechselwirkung des TCR mit dem Peptid-MHC-Komplex an den invarianten Teil des MHC-

Proteins, so daß die Src-Kinasen in die räumliche Nähe des TCR-CD3-Komplexes gelangen

und die ITAM-Motive phosphorylieren können. Die Src-Kinasen aktivieren sich zuvor durch
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gegenseitige Autophosphorylierung in trans (Bolen, 1995). Die Aktivität der Src-Kinasen

wird außerdem durch die Proteinphosphatase CD45 positiv (Okumura und Thomas, 1995)

und durch die Kinase Csk negativ (Rudd et al., 1994) reguliert.

Nach erfolgter Phosphorylierung innerhalb der ITAM-Motive kommt es zur Rekrutierung

Phospho-Tyrosin-bindender Proteine mit SH2-(Src Homologie 2)-Domänen zur Membran.

Dabei handelt es sich um Tyrosin-Kinasen der Syk-Familie, in T-Zellen um das ZAP-70-

Protein. Die Src-Kinasen aktivieren ZAP-70 durch Phosphorylierung, woraufhin dieses sich

primär selbst phosphoryliert, so daß weitere Signalproteine zur Plasmamembran rekrutiert

werden (z. B. FAK-related PTK, ras-GAP, Abl, Vav oder Cbl (Chan und Shaw, 1996)).

ZAP-70 phosphoryliert auch die beiden Adapterproteine SLP-76 und LAT. Bei LAT handelt

es sich um ein Transmembranprotein mit multiplen Tyrosin-Resten, nach deren Phosphory-

lierung Bindungstellen für weitere Proteine entstehen. Dadurch kommt es zur Rekrutierung

des Grb2/SOS-Komplexes, der regulatorischen p85-Untereinheit der PI3-Kinase sowie der

Phospholipase C-γ (PLC-γ) zur Membran. Durch diese Vorgänge werden mehrere Signalwe-

ge in Gang gesetzt, die im folgenden kurz dargestellt werden:

1. Ca2+-Ionen werden aus intrazellulären Speichern freigesetzt. Dies geschieht einerseits

durch Aktivierung von PLC-γ, die die beiden sekundären Botenstoffe sn-Diacylglycerol

(DAG) und myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3) erzeugt. Andererseits wird eine

ADP-Ribosylcyclase aktiviert, die den Botenstoff zyklische Adenosin-Diphosphoribose

(cADPR) produziert. Sowohl InsP3 als auch cADPR lösen eine Ca2+-Freisetzung aus.

2. Der Grb2/SOS-Komplex aktiviert das membrangebundene kleine G-Protein p21ras, in-

dem der Austausch von GDP durch GTP erleichtert wird. Die GTP-Form von p21ras

aktiviert eine Kaskade aus MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK), MAP-Kinase-

Kinase (MAPKK) und MAP-Kinase (MAPK), an deren Ende die Phosphorylierung

und funktionelle Aktivierung des Transkriptionsfaktors Elk-1 steht.

3. Die Rekrutierung der regulatorischen p85-Untereinheit der PI3-Kinase führt zur Akti-

vierung der katalytischen p110-Untereinheit des Enzyms. Dadurch wird das Substrat

PIP2 zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat phosphoryliert, an das Proteine mit

einer Plekstrin-Homologie-(PH)-Domäne binden können. Zu diesen Proteinen gehört

die Serin/Threonin-Kinase Akt, die nach der Rekrutierung zur Membran durch die

Kinasen PDK1 und PDK2 aktiviert wird (Downward, 1998). Von Akt führen weitere

Signalwege zum Bad-Protein, der Glycogen-Synthase-Kinase3-β und zur Proteinkinase

p70S6K (Übersicht in Wagener (1999)).

Während der negativen Selektion im Thymus können nicht alle potentiell selbst-reaktiven

T-Zellen eliminiert werden, weil antigene Peptide nicht präsentiert werden, die nur in spezia-

lisierten Geweben außerhalb des Thymus hergestellt werden. Daher ist es für die Wahrung

der Selbst-Toleranz notwendig, daß T-Zellen grundsätzlich nur durch zwei gleichzeitige Si-

gnale aktiviert werden können: Zusätzlich zur Stimulation des TCR-Komplexes durch das
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Antigen im Kontext mit dem MHC-Protein ist ein zweites Signal notwendig, das nur von

professionellen APCs bereitgestellt wird. Der wichtigste bekannte Co-Rezeptor auf T-Zellen

ist das Oberfächenantigen CD28, dessen Liganden, die Glycoproteine B7.1 (CD80) und B7.2

(CD86), ausschließlich auf professionellen APCs vorhanden sind. Die Bindung der Liganden

an CD28 führt zu einer Stabilisierung der mRNAs von Cytokinen und steigert die Aktivität

von Transkriptionsfaktoren (Berridge, 1997).

Eine Integration der diversen an der T-Zell-Aktivierung beteiligten Signalwege erfolgt

durch die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren. Daran sind insbesondere die

Transkriptionsfaktoren NF-AT, AP-1, CREB und NFκB beteiligt, die gemeinsam mit weite-

ren Proteinen an Gen-Promotoren binden und so die Genexpression regulieren. Schlüsselgene

für die klonale Expansion von T-Lymphocyten sind das IL-2-Gen sowie das Gen der α-Kette

des IL-2-Rezeptors, durch deren Genprodukte eine autokrine Signalschleife gebildet wird, die

für die klonale Expansion notwendig ist (Janeway et al., 2001).

Die Vorgänge und Signalwege, die an der Aktivierung naiver T-Zellen beteiligt sind, sind

in Abb. 1.1 (Seite 5) schematisch zusammengefaßt.

1.3. Calcium und die Signaltransduktion von T-Lymphocyten

Zur Aktivierung von T-Zellen durch Antigen-Kontakt oder durch Stimuli, die den TCR quer-

vernetzen, ist die Erhöhung der intrazellulären freien Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i) eine not-

wendige Voraussetzung (Guse, 1998; Lewis, 2001). Eine Untersuchung von Ca2+-Signalen

in intakten Zellen wurde erst möglich durch die Entwicklung membranpermeabler Ca2+-

sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe wie Fura-2/AM (Fura-2-pentakis-(acetoxymethyl)-ester), die

in der Zelle durch Esterasen enzymatisch hydrolysiert werden und so den aktiven Fluores-

zenzfarbstoff freisetzen, der nicht mehr durch die Membran aus der Zelle hinaus diffundieren

kann (Williams et al., 1985).

Durch Stimulation von T-Zell-Populationen (z. B. bei der Messung von [Ca2+]i in einer

Zellsuspension) mit Lektinen, Antikörpern gegen den TCR-Komplex (z. B. OKT3, der gegen

den CD3-Komplex gerichtet ist) oder APCs kommt es zu einem biphasischen Ca2+-Signal.

Dabei tritt ein initialer Anstieg von [Ca2+]i von einem Basalwert von etwa 100 nM zu einem

Peak von 300 nM bis 1 µM innerhalb der ersten Minute nach Stimulation auf. Diesem kurz-

zeitigen Peak folgt ein Abfall auf ein konstantes Plateau in Bereich von 150 − 300 nM, das

für mehrere Stunden andauern kann (Premack und Gardner, 1992). Das schnelle, initiale

Ca2+-Signal kann nicht durch Chelatisierung extrazellulären Calciums, durch pharmakologi-

sche Blockade der Ca2+-Kanäle in der Plasmamembran oder durch Depolarisation der Zellen

inhibiert werden. Dies deutet darauf hin, daß der initiale Peak des Ca2+-Signals durch Frei-

setzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern erzeugt wird. Die zweite, langanhaltende

Plateau-Phase des Signals wird durch die genannten Faktoren vermindert und konnte daher

dem Einstrom von Ca2+ aus dem extrazellulären Raum zugeordnet werden (Premack und

Gardner, 1992; Guse, 1998).



1.
E

inleitung
5

�� � ��� � ��� ���� �
�	

�	 �
�	 ��


�
 ��

γ

�� ��� ���� ����������� ��� �
� 

α
ε

!" # $% &$% &α
β

ζη

'('( )'( )

3γ
δ
ε

*+ ,-*. /

01 2 345 67 8 9:

;< =>? @A B CD CEF G
HIJ

KLKL MNOP QR SR ST UKL Q K
V

VWX YZ [ Y\]^ Y_Y\
`a

` a

β b cd e f

gh ij jkl mno p l
qr s�t uvw xvy z x

{|�} ~} �
���� ������ �

�� ����� ���� ��
�� ��� �

�� ���

�� ���  ¡

¢£ ¤¥ ¢¦¦ §¨ ©�ª «­¬

®¯ °± ²³´ µ¶·¸ ¹º »¼½ ¾¿À Á ÂÃÄ ÅÆÇ ÈÄ ÉÊ Ë½ ÌÍ Ë

κ κ
Î ÏÐÒÑÓÔÕ Ö Ô×Ø
Ù

ÚÛ ÜÝÚÛ ÜÝ Þàß

áâ ã�ä åæç è

κ

éê ëì íî ëéïð ì íñò ó ôõ ö÷ ø

ùú�û ü
ýþ�ÿ � �ýþ�ÿ � �ýþ�ÿ � �

α
β
γ�� � �� ��� � �	 


�� 
�� ���� � ��� �

��� ��� �
α

�� !" �

αR

#$% &' ()*+ ,-. /�0 123 42+ , 4

56 789
:;

<=>?@ ABCD EFG H�I JKL MKD E M

NOP
QR S�T UVW XVY Z X[\ ]\^[\ ]\ _

`a�b cb d ef g

h ij kl mn�o mpq r

st u vw
x

yz {�| }~ }� � �� � �� ��� �� �� �� �� �� ����� � ��� �� �� ��

 ¡   ¡  �¢£¢  ¤¥ ¦ § ¨ § ©ª« ¬  
­­

ζ

® ¯° ±²² ³²µ´³¶ · · · ¸¹ ¸¸¹ ¸�º»º ¸¼½ ¾¸¿ À¸¿ ÁÂÃ Ä ¸
ÅÅ

ζ

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Signaltransduktionskaskaden während der T-Zell-Aktivierung. Aus Fliegert (1999), verändert
nach Berridge (1997). Legende siehe nächste Seite.
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Legende zu Abb. 1.1: Die Darstellung der T-Zell-Aktivierung beginnt links oben mit der Ligation des

TCR durch ein MHC II-gebundenes Antigen-Fragment und endet unten rechts mit Apoptose oder Proliferation

der Zelle. Während der Aktivierung werden Informationen durch Signalwege weitergeleitet, die aus Rezep-

toren, Vorläufern, Transducern, Signal-Kassetten und cytoplasmatischen und nukleären Effektoren bestehen.

Um die Übersicht zu erleichtern, sind funktionell zusammengehörige Komponenten zu Gruppen zusammenge-

faßt und in Kästen dargestellt. Entnommen aus Fliegert (1999), verändert nach Berridge (1997). Abkürzun-

gen: CAML, Ca2+-Signal modulierter Cyclophilin-Ligand; CAK, Cdk-aktivierende Kinase; CAP, Ceramid-

aktivierte Proteinkinase; CSK, C-terminale Src-Kinase; FRAP, FKBP12-Rapamycin assoziiertes Protein;

FRK, Fos-regulierende Kinase; GAP, GTPase aktivierendes Protein; gKCa, Ca2+-aktivierter Kaliumkanal;

GRB-2, Wachstumsfaktor-Rezeptor gebundenes Protein 2; ICE, Interleukin 1b-converting enzyme; IκB, Inhi-

bitor von NFκB; IL-2R, Interleukin-2 Rezeptor; JAK, Janus-Kinase; JNK, c-Jun N-terminale Kinase; MAPK,

Mitogen-aktivierte Proteinkinase; MEK, MAPK/ERK-Kinase; mSOS, Säugerhomologes von Son of Seven-

less; NFκB, Nukleärer Faktor κB; p70rsk, 70 kD ribosomale S6-Kinase; p85rsk, 85 kD ribosomale S6-Kinase;

PITP, Phosphatidylinositol Transferprotein; PI, Phosphatidylinositol; PIP, Phosphatidylinositol-4-phosphat;

PI3K, Phosphatidylinositol 3-Kinase; PI4K, Phosphatidylinositol 4-Kinase; PIP5K, Phosphatidylinositol-4-

phosphat 5-Kinase; PKB, Proteinkinase B; PKC, Proteinkinase C; PMCA, Plasmamembran Ca2+-ATPase;

PS, Phosphatidylserin; Rb, Retinoblastoma-Protein; SHC, SH2-enthaltendes Protein; SHP; SH2-enthaltende

Proteintyrosin-Phosphatase; SIP, SH2-enthaltende Inositolpolyphosphat 5-Phosphatase; SM, Sphingomyelin;

SMase, Sphingomyelinase; STAT, Signaltransducer and activator of transcription; TNF, Tumornekrosefaktor;

TNFR, Tumornekrosefaktor-Rezeptor; Ub, Ubiquitin.

Besonders interessant ist, daß bei der Untersuchung von Ca2+-Signalen in Einzelzellen eine

große Heterogenität gefunden wurde (Wacholtz und Lipsky, 1993; Wulfing et al., 1997; Guse,

1998): Einige Zellen zeigen ein ähnliches Signal wie das in Suspensionsmessungen gefundene,

während andere Ca2+-Oszillationen unterschiedlicher Frequenz erzeugen, nur einen einzelnen

Peak ohne anschließendes Plateau aufweisen oder gar nicht reagieren. Erst bei simultaner

Messung vieler Einzelzellen ergibt sich das für eine Zellpopulation beschriebene biphasische

Signal. Folglich kann das Ca2+-Signal nicht nur die Zustände „ein“ oder „aus“ annehmen,

sondern enthält mehr Informationen. Durch Untersuchungen an primären, naiven T-Zellen,

T-Zell-Klonen, T-Zell-Hybridomen und transformieren T-Zell-Linien wurde abgeleitet, daß

Art und Stärke des Ca2+-Signals unter anderem vom Typ und Differenzierungszustand der

Zelle, ihrem Stadium im Zellzyklus sowie von der APC und vom präsentierten Antigen

abhängen (Übersicht in Lewis (2001)). Das Ca2+-Signal ist daher ein wesentlicher Teil der

Informationen, die der Zelle in einem bestimmten immunologischen Kontext durch den TCR

und die Co-Rezeptoren vermittelt werden, und löst Aktivierung, Anergie oder Apoptose der

Zelle aus (Berridge et al., 1998).

1.3.1. Durch Botenstoffe vermittelte Freisetzung von Calcium aus
intrazellulären Speichern

In Jurkat-T-Lymphocyten, die häufig als Modellsystem für die Signalwege in T-Lymphocyten

dienten (Abraham und Weiss, 2004), sind durch pharmakologische Eigenschaften mindestens

vier verschiedene intrazelluläre Ca2+-Speicher differenzierbar (schematische Darstellung in
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Abbildung 1.2: Ca2+-Speicher in T-Lymphocyten; verändert nach Guse et al. (1997). Die
Speicher I und II gehören zum Kompartiment des ER, da sie gegenüber Thapsigargin (Tg) sensitiv sind.
Speicher I ist durch InsP3 (Abschnitt 1.3.1.1) entleerbar. Speicher III ist sensitiv gegen die Pharmaka
Ryanodin (Ry) und Coffein (Cf), sowie gegen die sekundären Botenstoffe cADPR (Abschnitt 1.3.1.2)
und 2’-Phospho-cADPR. Agonisten sind grün dargestellt, Inhibitoren rot und sekundäre Botenstoffe
blau.

Abb. 1.2): Ca2+-Freisetzung aus Speicher I kann durch den sekundären Botenstoff InsP3

ausgelöst werden (siehe Abschnitt 1.3.1.1). Die Speicher I und II sind sensitiv für Thapsi-

gargin. Dabei handelt es sich um einen spezifischen Inhibitor (Übersicht in Treiman et al.

(1998)) von Ca2+-ATPasen des SERCA-Typs, die in der Membran des endoplasmatischen

Retikulums (ER) lokalisiert sind und zur Wiederaufnahme von Ca2+ aus dem Cytosol in die

Speicher des ER dienen. In Gegenwart von Thapsigargin kommt es zu einer passiven Deple-

tion der Speicher, da ständig ein Leckstrom durch die Ca2+-Kanäle ins Cytosol auftritt. Die

Speicher I und II werden zum ER-System gerechnet, da sie durch Thapsigargin entleerbar

sind. Speicher III gehört hingegen nicht zum ER-Kompartiment und wurde ursprünglich

durch seine Sensitivität für Coffein charakterisiert. Außerdem ist dieser Speicher durch den

sekundären Botenstoff cADPR (siehe Abschnitt 1.3.1.2) sowie durch weitere Agonisten von

Ryanodin-Rezeptoren (RyR) entleerbar. Daher ist davon auszugehen, daß Speicher III eine

oder mehrere Isoformen des RyR besitzt. Das in Speicher IV vorhandene Ca2+ kann im Ge-

gensatz zu den anderen Speichern ausschließlich passiv durch das Ca2+-Ionophor Ionomycin

freigesetzt werden (Guse et al., 1993, 1997).

1.3.1.1. myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat

InsP3 ist der am besten charakterisierte Botenstoff, der an der Ca2+-Freisetzung aus in-

trazellulären Speichern beteiligt ist. Durch Aktivierung von PLC-γ kommt es zur Spaltung
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Abbildung 1.3: Struktur des Ca2+-mobilisierenden Botenstoffes InsP3.

des Membran-Phospholipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in DAG und InsP3

(Abb. 1.3).

InsP3 gelangt durch Diffusion durch das Cytosol zu seinem Rezeptor (InsP3-R) in der ER-

Membran, wodurch die Freisetzung von Ca2+ aus dem ER ausgelöst wird. Dieser Mecha-

nismus wurde zuerst in permeabilisierten Drüsenzellen des endokrinen Pankreas beschrieben

(Streb et al., 1983), aber inzwischen für viele andere Zellsysteme bestätigt, darunter auch

T-Lymhocyten (Imboden und Stobo, 1985). Da mehrere InsP3-Moleküle an den tetrame-

ren Rezeptor binden und dieser positiv durch Ca2+ reguliert wird, handelt es sich bei der

Ca2+-Freisetzung um einen hochgradig kooperativen Prozeß (Schrenzel et al., 1995). Alle

drei Isoformen des InsP3-R werden in Jurkat-Zellen exprimiert und bilden Homo- und Hete-

rotetramere (Meldolesi und Pozzan, 1998). Die drei Isoformen unterscheiden sich bezüglich

ihrer Sensitivität gegen InsP3 und ihrer Regulation durch Ca2+ (Lewis, 2001).

Das InsP3-Signal wird durch Metabolisierung des Botenstoffes rasch beendet: Die InsP3-

3-Kinase wird durch Ca2+/Calmodulin-Komplexe (siehe Abschnitt 1.3.3) aktiviert und setzt

InsP3 zu myo-Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat um. Eine Beteiligung dieses Moleküls am

langanhaltenden Ca2+-Signal durch Aktivierung von Ca2+-Kanälen in der Plasmamem-

bran wurde postuliert (Lückhoff und Clapham, 1992), ist in T-Lymhocyten aber umstritten

(da Silva et al., 1994). InsP3 wird außerdem durch eine 5-Phosphatase zu inaktivem myo-

Inositol-1,4-bisphosphat abgebaut.

1.3.1.2. Cyclische Adenosin-Diphosphoribose

Durch Lee et al. (1989) wurde cyclische Adenosin-Diphosphoribose (cADPR, Abb. 1.4, Sei-

te 9) als weiterer Ca2+-mobilisierender Botenstoff beschrieben und die biologische Wirkung

durch Galione et al. (1991) in intakten Seeigel-Eiern bestätigt. Seitdem wurde eine Ca2+-

freisetzende Wirkung von cADPR in einer Reihe weitere Zell-Systeme gezeigt, u. a. dem

Einzeller Euglena gracilis, Pflanzenzellen, Säugetierzellen und humanen Zell-Linien (Über-

sichten in Lee (2004) und Guse (2004)).

cADPR wird durch Enzyme, die als ADP-Ribosylcyclasen (ADPRC) bezeichnet werden,

unter Abspaltung von Nicotinamid aus NAD gebildet (Übersicht in Schuber und Lund
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Abbildung 1.4: Struktur des Ca2+-mobilisierenden Botenstoffes cADPR.

(2004)). Für einen sekundären Botenstoff ist außer einer intrazellulären Aktivität zur Er-

zeugung und Weiterleitung eines Signals (im Falle von cADPR durch die Ca2+-Freisetzung)

eine durch externe oder interne Stimuli ausgelöste Bildung und eine anschließende Metabo-

lisierung zu fordern. Für mehrere Zellsysteme wurde eine Kopplung zwischen extrazellulärer

Stimulation und intrazellulärer cADPR-Bildung bereits nachgewiesen (Übersicht in Guse

(2004)): Die Stimulation von Muskelzellen aus dem Darm mit dem Hormon Cholecystokinin

führte zu einer Erhöhung der intrazellulären ADPRC-Aktivität (Cancela, 2001). Auch in

neuronalen NG108-15-Zellen wurde bei Stimulation purinerger Rezeptoren mit Carbachol

eine Erhöhung der ADPRC-Enzymaktivität gefunden (Higashida et al., 1997). Ähnliche

Ergebnisse wurden bei β-adrenerger Stimulation von Herzmuskel-Zellen erhalten (Higashi-

da et al., 1999), wobei eine Kopplung durch cyclisches AMP und Proteinkinase A gezeigt

wurde (Xie et al., 2005). Eine Erhöhung der intrazellulären cADPR-Konzentration wurde in

PC12-Zellen nach Stimulation mit NO durch einen cGMP- und Proteinkinase G-abhängigen

Signalweg gefunden (Clementi et al., 1996). Eine Zunahme der cADPR-Konzentration konn-

te auch in β-Pankreas-Zellen bei Stimulation mit Glucose (Takasawa et al., 1993), in neo-

natalen Herzmuskelzellen bei Stimulation mit Angiotensin II (Higashida et al., 2000) sowie

in T-Lymphocyten bei Stimulation mit dem CD3-Antikörper OKT3 (Guse et al., 1999)

gezeigt werden. In Jurkat T-Zellen wurde eine Kopplung der intrazellulären ADPRC an

die Aktivierung des TCR durch Proteinkinasen nachgewiesen (Guse et al., 1999). Die

Bedeutung der cADPR-vermittelten Ca2+-Freisetzung kann pharmakologisch durch spezi-

fische cADPR-Antagonisten oder -Agonisten untersucht werden (Übersicht zur Struktur-

Wirkungsbeziehung von cADPR in Guse (2005)).

Der Mechanismus der Ca2+-freisetzenden Wirkung von cADPR ist noch nicht vollständig

geklärt. In den meisten untersuchten Zellsystemen deuten pharmakologische Daten auf eine

Beteiligung der RyR hin, da Ca2+ und Coffein eine Sensitivierung für den Effekt bewirken,

während RyR-Antagonisten wie Ruthenium Rot, Procain oder Mg2+ die cADPR-abhängige

Freisetzung inhibieren (Übersicht in Lee (1997)). Auch RyR zeigen wie InsP3-R eine Sensiti-
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vierung durch Ca2+, so daß die Ca2+-Freisetzung durch cADPR eine positive Rückkopplung

aufweist. In T-Lymphocyten konnte eine Verminderung des langanhaltenden Ca2+-Signals

bei Repression der RyR-Expression gezeigt werden (Schwarzmann et al., 2002). Dabei ist

noch unklar, ob die Wirkung von cADPR auf RyR direkt oder indirekt unter Beteiligung

cADPR-bindender Proteine erfolgt.

1.3.1.3. Nicotinsäure-Adenindinucleotid-2’-Phosphat

Die Ca2+-freisetzende Wirkung einer Kontamination in kommerziell erhältlichem NADP

auf Homogenate aus Seeigeleiern wurde erstmals durch Clapper et al. (1987) beschrieben.

Erst Jahre später wurde Nicotinsäure-Adenindinucleotid-2’-Phosphat (NAADP, Abb. 1.5)

als wirksame Komponente identifiziert (Lee und Aarhus, 1995).

Chemisch unterscheidet sich NAADP von NADP nur durch den Austausch der Nicotin-

amid-Gruppe gegen Nicotinsäure. Durch Lee und Aarhus (1997) wurde im Seeigelei-System

gezeigt, daß drei strukturelle Merkmale für die Ca2+-freisetzende Wirkung von NAADP not-

wendig sind: (i) Die negative Ladung der Nicotinsäure-Gruppe, (ii) die Phosphat-Gruppe an

der 2’-Position der Ribose und (iii) die Amino-Gruppe des Adenin-Systems. Da Veränderun-

gen in den genannten Gruppen die Ca2+-freisetzende Wirkung stark verminderten, wurde

eine spezifische Bindung von NAADP an einen Rezeptor postuliert.

Inzwischen wurde eine durch NAADP ausgelöste Ca2+-Freisetzung in mehreren Zell-Typen

gezeigt, darunter Drüsenzellen des endokrinen Pankreas, Zellen des ZNS und humane T-

Lymphocyten (Übersicht in Guse (2002); Galione und Ruas (2005); Yamasaki et al. (2005a)).

Obwohl über die durch NAADP vermittelte Ca2+-Freisetzung bisher weit weniger bekannt

ist als über das InsP3- oder cADPR-System, zeichnen sich bereits deutliche funktionelle

Unterschiede zu den anderen Botenstoffen ab: NAADP löst eine Ca2+-Freisetzung schon

bei weitaus niedrigeren Konzentrationen als InsP3 oder cADPR aus, da in einigen Zell-

Systemen ein Ca2+-mobilisierender Effekt ab Konzentrationen von 10−100 nM nachgewiesen

werden konnte (Guse, 2002). Die Dosis-Wirkungskurve von NAADP verläuft in Säuger-
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Abbildung 1.5: Struktur des Ca2+-mobilisierenden Botenstoffes NAADP.
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Zellen glockenförmig (Lee und Aarhus, 1995; Cancela et al., 1999; Berg et al., 2000), so daß

hohe NAADP-Konzentrationen teils einen geringeren Ca2+-freisetzenden Effekt zeigen als

niedrigere.

Weitere wichtige Eigenschaften des NAADP-Systems sind seine Selbst-Desensitivierung

und -Inaktivierung: NAADP-Konzentrationen unterhalb des Schwellenwerts für die Ca2+-

mobilisierende Wirkung können in Seeigeleiern die weitere Ca2+-Freisetzung komplett und

irreversibel blockieren (Aarhus et al., 1996). Desweiteren kann das NAADP-System durch

hohe NAADP-Konzentrationen (im mikromolaren Bereich) ohne Freisetzung von Ca2+ de-

sensitiviert werden (Aarhus et al., 1996). In T-Lymphocyten konnte durch Mikroinjektions-

Experimente gezeigt werden, daß hohe, selbst-inaktivierende NAADP-Konzentrationen auch

zur Inaktivierung sowohl des InsP3- als auch des cADPR-Systems führten. Darüber hinaus

trat nach einer solchen Inaktivierung auch bei Stimulation des TCR/CD3-Komplexes kein

Ca2+-Signal mehr auf, weshalb das NAADP-System zur Erzeugung eines physiologischen

Ca2+-Signals durch TCR-Stimulation anscheinend essentiell ist (Berg et al., 2000).

Welcher Rezeptor die Ca2+-freisetzende Wirkung von NAAPD vermittelt, ist bis heute

umstritten. In Seeigeleiern wurde ein pharmakologisch von InsP3-R und RyR zu differenzie-

render Ca2+-Kanal beschrieben (Genazzani et al., 1997). Daraus wurde gefolgert, daß dort

drei unabhängige Ca2+-freisetzende Systeme vorhanden sind, die gegenseitig nicht desensiti-

vierbar sind (Lee und Aarhus, 1995) und vermutlich durch drei unterschiedliche Rezeptoren

vermittelt werden (Churchill und Galione, 2000). Ähnliche Ergebnisse wurden auch in Mi-

krosomen aus Gehirn-Zellen (Bak et al., 1999) und Herzgewebe (Bak et al., 2001) sowie in

arteriellen Glattmuskel-Zellen (Boittin et al., 2002) gefunden. Dem widersprechende Ergeb-

nisse stammen hingegen aus der Rekonstitution von RyR in künstlichen Lipidmembranen:

Nach Mojzisova et al. (2001) wird der RyR Typ II und nach Hohenegger et al. (2002) der RyR

Typ I durch NAADP aktiviert. Auch in T-Lymphocyten wird eine Wirkung von NAADP auf

den RyR vermutet, weil durch den RyR-Inhibitor Ruthenium Rot sowohl globale (Langhorst

et al., 2004) als auch subzelluläre (Dammermann und Guse, 2005) Ca2+-Signale inhibiert

werden konnten. Ähnliche Ergebnisse wurden bei der Repression der RyR-Expression er-

halten (Langhorst et al., 2004; Dammermann und Guse, 2005). Dies deutet daraufhin, daß

NAADP seine Ca2+-freisetzende Wirkung in T-Zellen direkt oder indirekt durch den RyR

ausübt, und Ca2+ aus dem gleichen zellulären Speicher wie cADPR freisetzt. Auch für einen

Thapsigargin-sensitiven Speicher in der Kernhülle konnte eine durch den RyR vermittelte

Freisetzung von Ca2+ durch NAADP gezeigt werden (Gerasimenko et al., 2003), ebenso wie

bei der durch Insulin ausgelösten Ca2+-Freisetzung in MIN6-Zellen (Mitchell et al., 2003).

Durch Churchill et al. (2002) wurde dagegen eine Beteiligung eines lysosomalen Zellkom-

partiments an der NAADP-vermittelten Ca2+-Freisetzung beschrieben. Gleiche Ergebnis-

se wurden in β-Zellen des Pankreas erhalten (Masgrau et al., 2003). Daher ergeben sich

mehrere mögliche Modelle zur Erklärung der NAADP-Effekte (Übersicht in Galione und

Petersen (2005)): Nach dem „Ein Speicher“-Modell wirkt NAADP auf den RyR und löst

so Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Speichern aus. Nach dem „Zwei Speicher“-Modell
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wirkt NAADP durch Ca2+-Freisetzung aus lysosomalen Speichern, die einen vom RyR ver-

schiedenen NAADP-Rezeptor besitzen. Durch den Anstieg von [Ca2+]i wird sekundär die

Ca2+-Freisetzung aus den RyR- und InsP3-R-abhängigen Speichern durch die positive Mo-

dulation dieser Rezeptoren durch Ca2+ gesteigert.

Die enzymatische Bildung von NAADP aus NADP ist durch ADPRCs möglich, wobei

unphysiologische Reaktionsbedingungen wie ein niedriger pH-Wert und hohe Nicotinsäure-

Konzentrationen notwendig sind (Aarhus et al., 1995). In Zellextrakten aus Säugetierzellen

konnte aber auch bei physiologischem pH-Wert eine NAADP-Bildung nachgewiesen werden

(Chini und Dousa, 1995; Bak et al., 1999). Durch Untersuchungen an CD38−/−-Mäusen wur-

de gezeigt, daß das Ekto-Enzym CD38 an der Synthese von NAADP wahrscheinlich beteiligt

ist (Chini et al., 2002). Der enzymatische Abbau von NAADP zu inaktivem NAAD findet

vermutlich durch eine durch Ca2+ regulierte, für die 2’-Position spezifische Phosphatase statt

(Berridge et al., 2002a).

Es gibt bereits einige Hinweise darauf, daß NAADP neben InsP3 und cADPR eine Funk-

tion als sekundärer Botenstoff hat (Übersicht in Rutter (2003)): Eine Ca2+-freisetzende

Wirkung wurde inzwischen in diversen Zell-Typen gezeigt, auch wenn der genaue Mecha-

nismus (Freisetzung aus Lysosomen versus ER-Speichern) noch umstritten ist. Ein Anstieg

der intrazellulären NAADP-Konzentration bei Stimulation konnte bereits in zwei Berichten

gezeigt werden (Masgrau et al., 2003; Yamasaki et al., 2005b). Unklar ist hingegen noch, wel-

che enzymatischen Wege zur Synthese und zum Abbau von NAADP in Zellen dienen und wie

dieser Stoffwechsel reguliert wird. Auch die Rolle von NAADP bei der Weiterleitung kom-

plexer Ca2+-Signale wie Oszillationen und Wellen ist bisher erst ansatzweise charakterisiert

(Churchill und Galione, 2000).

1.3.2. Einstrom von Calcium aus dem Extrazellulär-Raum

Die Ca2+-Signale in fast allen nicht-erregbaren Zellen bestehen aus zwei Anteilen: Einer

schnellen Freisetzung aus intrazellulären Speichern und einem langanhaltenden Einstrom aus

dem Extrazellulärraum (Übersicht in Venkatachalam et al. (2002)). Der Ca2+-Einstrom hat

eine wichtige Funktion, weil nur dadurch die zeitliche Beschränkung der Ca2+-Freisetzung

aufgehoben werden kann. Außerdem wird durch den Ca2+-Einstrom eine Wiederauffüllung

der intrazellulären Speicher ermöglicht.

Der durch Rezeptor-Aktivierung auslösbare Ca2+-Einstrom läßt sich unterteilen in einen

Speicher-vermittelten Ca2+-Einstrom, der durch die Depletion intrazellulärer Ca2+-Speicher

ausgelöst wird, und einen von der Speicher-Entleerung unabhängigen Ca2+-Einstrom. Der

erstgenannte Prozeß ist eingehend charakterisiert, obwohl in der Literatur widersprüchliche

Ergebnisse zum molekularen Mechanismus zu finden sind und bisher kein allgemein aner-

kanntes Modell für diesen Speicher-vermittelten Ca2+-Einstrom formuliert werden konnte

(Penner und Fleig, 2004). Über den Speicher-unabhängigen Ca2+-Einstrom ist dagegen weit

weniger bekannt: Hierzu gibt es nur Berichte in wenigen Zell-Typen, die auch nur teilweise

auf andere Zellen übertragbar sind.
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1.3.2.1. Speicher-vermittelter Calcium-Einstrom

Durch eine Abnahme der Ca2+-Menge in intrazellulären Speichern wird ein Ca2+-Einstrom

ausgelöst, der so lange bestehend bleibt, bis die Speicher wieder aufgefüllt sind (Zitt et al.,

2002). Die an diesem Vorgang beteiligten Ca2+-Kanäle in der Plasmamembran werden zu-

sammenfassend als SOC („store operated channels“, Speicher-abhängige Kanäle) bezeichnet

(Clapham, 1995) und der durch sie getragene Ca2+-Einstrom als SOCE („store operated

Ca2+ entry“, Speicher-abhängiger Ca2+-Einstrom). Die Depletion der intrazellulären Spei-

cher muß dabei nicht notwendigerweise durch physiologische Ca2+-freisetzende Botenstoffe

wie InsP3 oder cADPR erfolgen: Auch nach Behandlung mit dem SERCA-Inhibitor Thapsi-

gargin, der eine passive Entleerung der Ca2+-Speicher bewirkt, kommt es zur Aktivierung des

Ca2+-Einstroms. In bestimmten Zell-Typen, darunter Lymphocyten, konnte gezeigt werden,

daß durch Speicher-Depletion ein hochgradig Ca2+-spezifischer, nicht spannungsabhängiger,

einwärts-gleichrichtender Strom aktiviert wird, der als ICRAC („Calcium release activated

Calcium current“) bezeichnet wurde (Hoth und Penner, 1992; Hoth, 1995). Dieser Strom

ist durch eine sehr geringe Einzelkanal-Leitfähigkeit von 24 fS und eine rasche Inhibition

durch eine Erhöhung von [Ca2+]i gekennzeichnet (Zweifach und Lewis, 1995). ICRAC-Ströme

konnten bisher aus technischen Gründen nur in einer begrenzten Anzahl unterschiedlicher

Zell-Typen nachgewiesen werden. Nach Zitt et al. (2002) ist aber die Annahme gerechtfer-

tigt, daß ICRAC in vielen, wenn nicht möglicherweise allen elektrisch nicht-erregbaren Zellen

am SOCE beteiligt ist. Es gibt jedoch auch Berichte, daß die Aktivierung von ICRAC nicht

notwendigerweise eine Speicher-Depletion erfordert (Krause et al., 1999), und daß durch

Speicher-Depletion auch Ströme aktiviert werden können, die sich von ICRAC unterscheiden

(Lückhoff und Clapham, 1994).

Bisher ist noch unklar, auf welche Weise die Entleerung der intrazellulären Ca2+-Speicher

eine Öffnung der SOC-Kanäle auslöst. Dazu gibt es nach Zitt et al. (2002) drei Modellvor-

stellungen:

1. Nach dem Modell des Ca2+-Einstrom-Faktors kommt es durch die Speicher-Entleerung

zur Bildung eines Botenstoffes, der zur Plasmamembran diffundiert und dort die SOC-

Kanäle aktiviert. Dieser konnte bisher nicht genau charakterisiert werden, hat aber ver-

mutlich eine Masse von unter 500 g/mol und enthält eine Phosphat-Gruppe (Randriam-

ampita und Tsien, 1993; Parekh et al., 1993).

2. Nach Irvine (1990) besteht eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen den Ca2+-

Kanälen der intrazellulären Speicher und den SOC-Kanälen in der Plasmamembran, so

daß eine Entleerung der intrazellulären Speicher durch Konformationsänderung die Ak-

tivierung der Plasmamembran-Kanäle auslösen kann (vergleichbar zur direkten Kopp-

lung zwischen RyR und Dihydropyridin-Rezeptor im Skelettmuskel).

3. Das Membran-Insertions-Modell sieht vor, daß SOC-Kanäle in intrazellulären Vesikeln

vorliegen, die bei Entleerung der Ca2+-Speicher mit der Plasmamembran fusionieren
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und auf diese Weise einen Ca2+-Einstrom durch die Plasmamembran auslösen (Yao

et al., 1999; Patterson et al., 1999).

Obwohl es sich bei SOCE um ein generelles Phänomen handelt, das in vielen Zell-Typen

auftritt, werden vermutlich in unterschiedlichen Zellen-Typen verschiedene Mechanismen

und Kanäle benutzt. Daher gibt es wahrscheinlich auch mehrere Prinzipien zur Kopplung

des Ca2+-Einstroms an die Depletion intrazellulärer Ca2+-Speicher.

1.3.2.2. Speicher-unabhängiger Calcium-Einstrom

Ein Ca2+-Einstrom kann nach Stimulation von Membran-Rezeptoren auch durch Mechanis-

men ausgelöst werden, die nicht auf Speicher-vermitteltem Ca2+-Einstrom beruhen. Dies

kann einerseits durch Liganden-aktivierte Ca2+-Kanäle wie P2X-Rezeptoren geschehen, die

auf extrazelluläres ATP reagieren (MacKenzie et al., 1999). Andererseits wurden Ca2+-

permeable Kanäle beschrieben, deren Aktivierung nicht durch Entleerung intrazellulärer

Speicher erfolgt, sondern die durch InsP3 (Kuno und Gardner, 1987), myo-Inositol-1,3,4,5-

tetrakisphosphat (Lückhoff und Clapham, 1992), Ca2+ (von Tscharner et al., 1986) oder

Arachidonsäure (Mignen und Shuttleworth, 2000) reguliert werden. Ein weiteres Beispiel ist

der Kanal TRPM2 (siehe Abschnitt 1.4.2), der für Ca2+ permeabel ist und durch Adenosin-

Diphosphoribose (ADPR) aktiviert wird (Perraud et al., 2001; Sano et al., 2001). Vereinzelt

wurde auch eine Aktivierung von Ca2+-Kanälen durch G-Proteine gefunden (Krautwurst

et al., 1992).

Alle genannten Mechanismen sind aber bisher nur in wenigen Zellsystemen bestätigt wor-

den. Es sind daher noch umfangreiche Untersuchungen notwendig, um nachzuweisen, daß ne-

ben der weit verbreiteten Aktivierung von SOC-Kanälen durch Speicher-Entleerung weitere

Mechanismen an der Erzeugung von Ca2+-Signalen bei physiologischer Stimulation beteiligt

sind.

1.3.3. Effektorsysteme von Calcium

Ohne eine langanhaltende Erhöhung von [Ca2+]i kann keine Aktivierung von T-Zellen statt-

finden, da Ca2+ für eine verstärkte Expression von Cytokin-Genen und damit für die Prolife-

ration essentiell ist (Acuto und Cantrell, 2000). T-Zellen verfügen über diverse intrazelluläre

Effektorsysteme, die eine Erhöhung von [Ca2+]i registrieren und diese in zelluläre Reaktionen

umsetzen können. Die wichtigsten dieser Systeme werden im folgenden kurz beschrieben.

Das ubiquitär exprimierte kleine Protein Calmodulin (CaM) ist einer der wichtigsten zellu-

lären Ca2+-Sensoren. Jedes CaM-Protein bindet kooperativ vier Ca2+-Ionen, wodurch es zu

einer starken Konformationsänderung kommt. Nach Bindung von Ca2+ geht der Ca/CaM-

Komplex Wechselwirkungen mit einer Vielzahl an Proteinen ein, darunter Enzyme, Proteine

des Cytoskeletts und Ionenkanäle, wodurch deren Aktivität moduliert wird. Es gibt auch

Proteine, die CaM als regulatorische Untereinheit enthalten.
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Für die Signalweiterleitung in T-Zellen ist insbesondere die Ca/CaM-abhängige Protein-

phosphatase Calcineurin wichtig, deren Substrate Phospho-Serin- und Phospho-Tyrosin-

Reste sind. Bei der T-Zell-Aktivierung dephosphoryliert Calcineurin nach seiner Aktivierung

durch Ca/CaM den cytosolischen Anteil des nucleären Transkriptionsfaktors aktivierter T-

Zellen (NF-ATc), so daß dieser in den Kern transloziert. Dort bildet er einen Komplex mit

der konstitutiv nucleären Komponente NF-ATn, und aktiviert u. a. das IL-2 Gen (Janeway

et al., 2001).

Weitere Effektoren des Ca2+-Signals sind CaM-abhängige Proteinkinasen (CaMK), von

denen vier unterschiedliche Isoformen bekannt sind. CaMK II wird in vielen Geweben ex-

primiert und wirkt auf eine Vielzahl unterschiedlicher Substratproteine. In Abwesenheit

von Ca/CaM ist CaMK II katalytisch inaktiv. Der EC50-Wert für Ca2+ beträgt bei Sät-

tigung mit CaM 0.5 − 1 µM (Premack und Gardner, 1992). Vor der Phosphorylierung von

Zielproteinen kommt es zu einer Autophosphorylierung von CaMK II. Dadurch wird das

Enzym in eine Form überführt, die von der Anwesenheit von Ca2+ und CaM unabhängig

ist. Diese von Ca/CaM unabhängige Aktivität bleibt bestehen, bis Protein-Phosphatasen

das Enzym dephosphorylieren, und stellt auf diese Weise eine Art „molekulares Gedächtnis“

für zurückliegende Erhöhungen von [Ca2+]i dar (Premack und Gardner, 1992).

Ca/CaM-abhängige Proteine sind außerdem an der Reorganisation des Cytoskeletts betei-

ligt (z. B. Leichtketten-Myosinkinase). Die dynamische Änderung des Cytoskeletts ist eine

notwendige Voraussetzung, damit T-Zellen ausreichend Kontakt mit APCs aufnehmen kön-

nen, um einen Bindung des TCR an den MHC-Antigen-Komplex zu ermöglichen (Acuto und

Cantrell, 2000). Die Erhöhung von [Ca2+]i stellt in vivo ein Signal dar, das eine T-Zelle dazu

veranlaßt, an einer APC zu stoppen und weitere Signale von dieser zu empfangen (Acuto und

Cantrell, 2000). Dies ist der erste Schritt zur Ausbildung eines engen Kontaktes zwischen

T-Zelle und APC, der als „immunologische Synapse“ bekannt ist (Shaw und Dustin, 1997).

Ein weiteres Effektorsystem stellen die Proteinkinasen C (PKC) dar, von denen diverse

Isoformen bekannt sind. PKC wird durch das von der PLC-γ freigesetzte DAG gemeinsam

mit Ca2+ und Phosphatidylserin aus dem inneren Blatt der Plasmamembran aktiviert. In

T-Zellen wird durch PKC u. a. die inhibitorische Untereinheit IκB des Transkriptionsfaktors

NFκB phosphoryliert, wodurch deren proteasomaler Abbau induziert wird. Dadurch wird

ein Kernlokalisierungssignal von NFκB freigelegt, so daß der Transkriptionsfaktor in den

Kern transloziert und die Expression u. a. des IL-2-Gens erhöht (Janeway et al., 2001).

Möglicherweise kommt es in T-Zellen zu einer Umsetzung der Ca2+-Signale, die sich in

Amplitude und Frequenz unterscheiden können, in eine Aktivierung verschiedener Transkrip-

tionsfaktoren (Dolmetsch et al., 1998): Durch Ca2+-Oszillationen mit hoher Frequenz (>1

in 400 sec) kam es zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-AT und Oct-1, während

NFκB auch noch bei einer niedrigeren Frequenz von einem Ca2+-Signal in 30 min aktiviert

wurde. Daher werden anscheinend durch unterschiedliche Ca2+-Signale verschiedene Kom-

binationen an Transkriptionsfaktoren aktiviert. Diese modulieren die Transkription unter-

schiedlicher Gene, da sich deren Promotoren unterscheiden (z. B. sind NF-AT, Oct-1 und
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NFκB für die Expression von IL-2 nötig, während NFκB zur Expression von IL-8 ausrei-

chend ist). Auf diese Weise können definierte Ca2+-Signale einen bestimmten Satz an Genen

transkriptionell aktivieren und damit unterschiedliche Zellfunktionen auslösen (Lewis, 2001).

1.4. Ionenkanäle der TRP-Familie

Kanäle der „transient receptor potential“-(TRP)-Familie wurden zuerst in Drosophila mela-

nogaster beschrieben: In der Mutante trp tritt bei Belichtung des Komplexauges der Fliege

im Gegensatz zum Wildtyp keine dauerhafte Depolarisation auf. Obwohl diese Mutante

schon länger bekannt ist, wurde das betroffene Gen erst durch Montell und Rubin (1989)

kloniert. Bei dem vom trp-Gen codierten Protein handelt es sich um einen für Ca2+ per-

meablen Ionenkanal, der durch Licht aktiviert wird (Hardie und Minke, 1992). Da in den

trp-Fliegen der Ca2+-Einstrom nach Belichtung und damit die Hell-Adaptation ausbleibt,

werden sie durch intensives Licht geblendet. Die Superfamilie der TRP-Kanäle, die in Säu-

getieren mehr als 20 Mitglieder umfaßt, definiert sich durch ihre Homologie zum Trp-Kanal

in Drosphila. Anders als innerhalb anderer Ionenkanal-Familien sind die Liganden und die

Kanal-Selektivitäten unterschiedlich (Clapham, 2003).

1.4.1. Die Superfamilie der TRP-Ionenkanäle

TRP-Ionenkanäle bilden eine Superfamilie, deren Kanäle für Ca2+ und/oder monovalen-

te Kationen permeabel sind. Alle TRP-Kanäle bestehen aus Untereinheiten, die sechs

membrandurchspannende hydrophobe Bereiche und cytosolische N- und C-Termini besit-

zen; dieses Strukturprinzip haben TRP-Kanäle mit spannungsabhängigen Kalium-Kanälen

und Cyclo-Nucleotid-gesteuerten Kanälen gemeinsam (Clapham et al., 2001), weshalb TRP-

Kanäle vermutlich ebenfalls tetramere Komplexe bilden, was auch experimentell bestätigt

wurde (Kedei et al., 2001). Viele TRP-Kanäle werden ubiquitär exprimiert, weshalb in den

meisten Zell-Typen mehrere TRP-Kanäle vorhanden sind. Außerdem gibt es meist mehrere

Spleiß-Varianten der Kanäle.

Die TRP-Superfamilie wird in sechs Unterfamilien eingeteilt. Davon bilden die drei Famili-

en der klassischen TRP-Kanäle (TRPC), der Melastatin-verwandten TRP-Kanäle (TRPM)

und der Vanilloid-Rezeptor-verwandten TRP-Kanäle (TRPV) die größten (Abb. 1.6, Sei-

te 17). Außerdem gibt es noch die Familien der Mucolipine (TRPML), der Polycystine

(TRPP) und die TRPA-Gruppe, die nur das ANKTM1-Protein umfaßt (Übersicht in Cla-

pham (2003)).

Die bisher bekannten Funktionen von TRP-Kanälen sind vielfältig (Clapham, 2003). Al-

le nehmen Reize auf einer zellulären Ebene wahr: In Hefe-Zellen beispielsweise dient ein

TRP-Kanal zur Detektion von Hyperosmolarität und Nematoden verwenden TRP-Kanäle

zur Chemosensorik. Mäuse nehmen mit dem TRPC2-Kanal Pheromone wahr, während bei

Menschen TRP-Kanäle zur Wahrnehmung von Geschmackseindrücken (sauer, bitter und

umami) sowie von Wärme, Hitze und Kälte dienen.
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Abbildung 1.6: Phylogenetische Verwandtschaft der drei Hauptgruppen der Superfamilie
der TRP-Kanäle, verändert nach Clapham et al. (2001). Die evolutionäre Verwandtschaft
wird durch den Abstand der Verzweigungspunkte symbolisiert.

Die TRPC-Familie weist die höchste Homologie zum Trp-Kanal aus Drosophila auf. Ei-

nige ihrer Mitglieder werden durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und durch Rezeptor-

Tyrosin-Kinasen aktiviert und üben daher wahrscheinlich Funktionen als Rezeptor-gesteu-

erte Kanäle aus. Möglicherweise handelt es sich bei einigen TRPC-Kanälen um speicher-

regulierte Ca2+-Kanäle (SOC, siehe Abschnitt 1.3.2.1, Montell (2001)). Solch eine Funktion

ist jedoch umstritten und möglicherweise auch durch die Überexpression der Kanäle bedingt

(Lievremont et al., 2004).

TRPV-Kanäle dienen allgemein als zelluläre Sensoren. Das am besten charakterisierte

Bespiel ist der Kanal TRPV1, der durch eine Substanz aus Chili-Schoten aktiviert wird,

aber in vivo wahrscheinlich auch zur Detektion von Hitze dient (Caterina et al., 1997).

Von den drei großen Gruppen der TRP-Superfamilie ist über die TRPM-Familie bisher am

wenigsten bekannt. Trotzdem wurden bereits Funktionen dieser Kanäle in diversen physio-

logischen und pathophysiologischen Prozessen festgestellt (Übersicht in Kraft und Harteneck

(2005)). Die Besonderheit von TRPM-Kanälen besteht darin, daß einige (TRPM2, TRPM6

und TRPM7) sowohl eine Kanal- als auch eine intrazelluläre Enzym-Aktivität besitzen. Bei

diesen TRP-Kanälen handelt es sich um die einzigen bekannten Beispiele solcher Proteine,

die auch als „Chanzymes“ (für „channel enzymes“) bezeichnet werden (Scharenberg, 2005).
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1.4.2. Der Ionenkanal TRPM2

Der TRPM2-Kanal besteht N-terminal aus einem nicht-selektiven Ionenkanal und C-terminal

aus einer enzymatisch aktiven Untereinheit (schematisch dargestellt in Abb. 1.7). Wie alle

anderen TRP-Ionenkanäle bildet auch TRPM2 Tetramere, wobei unklar ist, ob unter physio-

logischen Bedingungen Homo- oder Heterotetramere mit anderen TRPM-Kanälen vorliegen

(Scharenberg, 2005).

Das TRPM2-Protein besteht aus 1503 Aminosäuren und hat eine vorhergesagte Masse

von 171 kDa (Perraud et al., 2003a). Im N-terminalen Bereich von TRPM2 befindet sich

eine TRPM-Homologie-Region, die in allen acht TRPM-Kanälen vorhanden, deren Funk-

tion jedoch unbekannt ist. Daran schließen sich sechs Transmembranhelices an, wobei die

Aminosäuren der Schleife zwischen den Helices fünf und sechs die Kanal-Pore des Tetramer-

Komplexes bilden. Weiter C-terminal befindet sich ein wegen seiner vorhergesagten Struktur

als „coiled coil region“ bezeichneter Bereich unbekannter Funktion, auf den die cytosolische
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Abbildung 1.7: Schematischer Aufbau des Ionenkanals TRPM2 (verändert nach Meinke
(2005)). TRPM2 enthält wie alle TRP-Kanäle sechs Transmembranhelices (TM 1−6), wobei zwischen
TM 5 und TM 6 eine Schleife liegt, die die Kationen-permeable Pore bildet. Im cytosolischen N-
terminalen Bereich befindet sich die TRPM-Homologie-Region, die allen Mitgliedern der TRPM-
Familie gemeinsam ist, über deren Funktion aber nichts Genaues bekannt ist. Im cytosolischen C-
terminalen Teil folgt auf TM 6 ein Bereich unbekannter Funktion, für den eine „coiled coil“-Struktur
vorausgesagt wurde (CCR) und die NUDT9-Homologie-Region (NUDT9-H). An diese auch als „Nudix
box“ bezeichnete Domäne bindet ADPR und löst dadurch eine Öffnung des Kanals aus, so daß Ca2+-
und Na+-Ionen ins Cytosol strömen können.
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NUDT9-Homologie-Region folgt (Perraud et al., 2003a). Diese weist eine hohe Homologie zu

der mitochondrialen Adenosin-Diphosphoribose-Pyrophosphatase (ADPRase) NUDT9 auf

(Perraud et al., 2003b). Eine Bindung von Adenosin-Diphosphoribose (ADPR) an die-

sen auch als „Nudix box“ bezeichneten Bereich von TRPM2 löst, vermutlich durch eine

Konformationsänderung, die Öffnung des Kanals aus (Perraud et al., 2001). Die NUDT9-

Homologie-Region von TRPM2 hat im Vergleich zum mitochondrialen Enzym nur eine sehr

geringe enzymatische Aktivität (Perraud et al., 2001), die darüber hinaus zur Aktivierung

des Kanals nicht notwendig ist (Perraud et al., 2005). Mutationen innerhalb der NUDT9-

Homologie-Region können die Aktivierbarkeit von TRPM2 durch ADPR komplett aufheben

(Kühn und Lückhoff, 2004).

Eine Expression von TRPM2 tritt im ZNS, dort besonders in Microglia-Zellen (Kraft et al.,

2004), in Immunzellen und diversen anderen Geweben wie Knochenmark, Milz, Herz, Leber,

Lunge, Pankreas und Prostata auf (Perraud et al., 2001; Sano et al., 2001; Hara et al.,

2002). Neben der Vollängen-Form von TRPM2 (TRPM2-LF) sind fünf weitere Isoformen

beschrieben worden, die in unterschiedlichen Zell-Typen exprimiert werden (schematische

Darstellung in Abb. 1.8).

TRPM2-LF

TRPM2-∆∆∆∆C

TRPM2-∆N

TRPM2-∆N ∆C

TRPM2-SF

TRPM2-SSF

Exon 27 fehlt

  1
ORF

  6118

ORF
  1   6160

Exon 11 fehlt teilweise

ORF
  1   6058

Exon 27 fehltExon 11 fehlt teilweise
ORF

  1   6223

Stopp-Codon am Beginn von Exon 17
ORF

  1   5227

Transkript von Promotor in Intron 4 beginnt mit Exon 5SSF

 1                  TRPM-Homologie-Region                                           TM-Domänen                 CCR                NUDT9-H        1503

  6220
ORF

  1

ADPR-B Kat.Dom.

Protein

mRNA

 Pore

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der sechs bekannten Isoformen des Ionenka-
nals TRPM2, entnommen aus Meinke (2005). In grau sind die Strukturen der mRNAs dar-
gestellt, wobei die unterschiedlich gefärbten Abschnitte die Exons repräsentieren. Darüber sind die
offenen Leserahmen dargestellt, deren Farben mit denen der Protein-Regionen in der schematischen
Darstellung des Proteins (ganz oben) übereinstimmen. Die TRPM-Homologie-Region ist in hellem
Orange dargestellt, die Transmembranhelices sowie die „coiled coil region“ in dunklem Orange, und
die NUDT9-Homologie-Region in gelb. Erläuterung siehe Text.
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Durch Wehage et al. (2002) konnten in neutrophilen Granulocyten Transkripte nachgewie-

sen werden, in denen durch alternatives Spleißen Exon 27 oder ein Teil von Exon 11 fehlte

oder beide Deletionen in Kombination auftraten. Entsprechend wurden diese Varianten als

TRPM2-∆N, TRPM2-∆C und TRPM2-∆N∆C bezeichnet.

Bei der Isoform TRPM2-SF („short form“) kommt es am Übergang von Exon 16 zu Exon

17 durch alternatives Spleißen zur Entstehung eines Stopp-Codons, so daß ein C-terminal

trunkiertes Protein resultiert (Zhang et al., 2003). TRPM2-SF bildet keinen funktionalen

Kanal, weil ein Teil der Transmembranhelices fehlt, und hat darüber hinaus eine dominant-

negative Wirkung auf die Vollängen-Form TRPM2-LF (Zhang et al., 2003).

Bei der von Uemura et al. (2005) beschriebenen SSF-Form handelt es sich nicht um eine

Spleißvariante, sondern um eine mRNA, die durch Verwendung eines alternativen Promotors

innerhalb des Introns vor Exon 5 entsteht. Diese Form wurde wegen ihrer Expression in

menschlichem Striatum als TRPM2-SSF („striatum short form“) bezeichnet. Das erste Exon

dieser Variante entspricht Exon 5 der anderen Isoformen, dem durch die Benutzung des

alternativen Promotors noch ein kurzer Abschnitt des Introns vor Exon 5 vorangestellt ist;

diese alternative Form von Exon 5 wird als Exon 5SSF bezeichnet (Uemura et al., 2005).

1.4.2.1. Aktivierung und Regulation von TRPM2

Die Identifikation des „Nudix box“-Motivs im C-Terminus von TRPM2 hat zur Untersuchung

bekannter Substrate von Enzymen mit diesem Motiv auf Aktivierung von TRPM2 geführt

(Perraud et al., 2001; Sano et al., 2001). Dabei wurde festgestellt, daß TRPM2 durch ADPR

(Abb. 1.9) sowie möglicherweise auch durch NAD aktiviert werden kann. Außerdem wurde

eine Aktivierung des Kanals durch oxidativen Streß (z. B. in Form von Wasserstoffperoxid)

berichtet (Hara et al., 2002).

Der von TRPM2 getragene Strom wies in Patch Clamp-Messungen ein lineares Strom-

Spannungsverhältnis mit einem Umkehrpotential von etwa 0 mV auf. Folglich handelt es

sich um einen nicht-selektiven Kationenkanal ohne gleichrichtende Wirkung (Perraud et al.,
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Abbildung 1.9: Struktur des TRPM2-Agonisten ADPR.
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2001; Sano et al., 2001). Die ADPR-induziert Aktivierung von TRPM2 kann durch erhöhte

lokale cytosolische Ca2+-Konzentrationen verstärkt werden (McHugh et al., 2003), so daß

eine positive Rückkopplung durch den Ca2+-Einstrom auftreten kann.

Die Rolle von NAD bei der Aktivierung von TRPM2 ist hingegen umstritten (Scharen-

berg, 2005): Von einigen Gruppen konnte eine solche Aktivierung nachgewiesen werden (Sano

et al., 2001; Hara et al., 2002), während dies in anderen Experimenten nicht bestätigt wurde

(Perraud et al., 2001). Eine mögliche Erklärung hierfür ist, daß ADPR ein direktes Degra-

dationsprodukt von NAD darstellt. Da die Aktivierung von TRPM2 durch NAD deutlich

höhere Konzentrationen als die ADPR-induzierte Aktivierung erfordete und eine viel lang-

samere Kinetik aufwies, war die Wirkung von NAD möglicherweise auf eine Kontamination

durch ADPR zurückzuführen. Außerdem kann auch nicht ausgeschlossen werden, daß es

während der Messung der Ströme zu einer Hydrolyse von NAD zu ADPR in der Zelle kam.

Durch Wehage et al. (2002) wurde beschrieben, daß die TRPM2-∆C-Form bei Überexpres-

sion in HEK-293-Zellen zwar durch oxidativen Streß, nicht jedoch durch ADPR aktivierbar

war. Daraus folgerten die Autoren, daß oxidativer Streß direkt und nicht durch Bildung von

ADPR auf den Kanal wirkt. Andererseits konnte durch Arbeiten von Perraud et al. (2005)

gezeigt werden, daß bei cytosolischer Expression eines ADPR-abbauenden Enzyms keine

Aktivierung von TRPM2 durch oxidativen Streß mehr ausgelöst werden konnte. Auch bei

Blockade von Poly(ADPR)-Polymerasen, die möglicherweise an der Entstehung von ADPR

aus NAD beteiligt sind, konnte oxidativer Streß TRPM2 nicht mehr aktivieren (Fonfria et al.,

2004). Dies deutet daraufhin, daß oxidativer Streß die Bildung von freiem ADPR bewirkt,

das sekundär die Aktivierung von TRPM2 vermittelt. Die Ergebnisse von Wehage et al.

(2002) sind möglicherweise auch durch eine Arbeit von Kolisek et al. (2005) zu erklären, in

der kürzlich eine aktivierende Wirkung von cADPR auf TRPM2 beschrieben wurde: cADPR

aktivierte in Konzentrationen > 100 µM den Kanal direkt, während cADPR-Konzentrationen

< 10 µM den Kanal für ADPR sensitivierten. Daher wurde postuliert, daß der Kanal außer

der Bindungsstelle für ADPR in der „Nudix box“ über eine weitere, davon unabhängige

Bindungsstelle für cADPR verfügt. Da oxidativer Streß nach Kumasaka et al. (1999) auch

zur intrazellulären Bildung von cADPR führen kann, ist es möglich, daß in der Arbeit von

Wehage et al. (2002) die TRPM2-∆C-Form bei oxidativem Streß durch cADPR statt ADPR

aktiviert wurde.

Nach Scharenberg (2005) ist ADPR der physiologisch entscheidende Stimulus zur Akti-

vierung von TRPM2. ADPR bindet dabei an eine Bindungstasche innerhalb der NUDT9-

Homologie-Region, und löst die Öffnung von TRPM2 aus. Dieses Modell legt nah, daß im

Lauf der Evolution eine Fusion der Kanal- und Enzym-Domänen stattgefunden hat, um eine

spezifische enzymatische Bindungsdömane zur Detektion eines intrazellulären Ligandens zu

nutzen.



1. Einleitung 22

1.4.2.2. Physiologische Rolle von TRPM2

Zur physiologischen Funktion von TRPM2 liegen bisher erst wenige Berichte vor. Diese

lassen aber bereits erkennen, daß der Kanal eine Funktion beim Zelltod hat, der durch oxi-

dativen Streß ausgelöst werden kann. Durch Hara et al. (2002) konnte erstmals gezeigt

werden, daß die TRPM2-Expression Zellen empfindlich gegen oxidativen Streß macht. Da

bekannt ist, daß oxidativer Streß die Bildung von ADPR auslöst (Scharenberg, 2005), ver-

läuft dieser Prozeß vermutlich über die Bildung von ADPR, das die Aktivierung von TRPM2

auslöst, möglicherweise gemeinsam mit Ca2+ (McHugh et al., 2003) und cADPR (Kolisek

et al., 2005) als Co-Stimuli. Zu diesen Ergebnissen paßt auch, daß durch eine dominant-

negative TRPM2-Isoform die Suszeptibilität für oxidativen Streß reduziert werden konnte

(Zhang et al., 2003). Ausgehend von diesen Befunden wurde durch Ayub und Hallett (2004)

die Hypothese aufgestellt, daß es in Immunzellen nach Erhöhung von [Ca2+]i zu einer Um-

setzung von NAD zu ADPR in den Mitochondrien kommt. ADPR wird daraufhin freige-

setzt, aktiviert TRPM2, und löst so einen Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum aus.

Eine Beteiligung von Poly(ADPR)-Polymerasen an diesem Prozeß wurde von Fonfria et al.

(2004) postuliert. Durch Überexpression eines ADPR-abbauenden Enzyms im Cytosol konn-

te gezeigt werden, daß oxidativer Streß zur Akkumulation von mitochondrialem ADPR im

Cytosol führte (Perraud et al., 2005). Eine Funktion von TRPM2 bei physiolgischer Stimu-

lation konnte aber bisher nur bei Verwendung von TNF-α (Hara et al., 2002) und dem an

der Genese der Alzheimer-Erkrankung beteiligten amyloiden β-Peptid (Fonfria et al., 2005)

gezeigt werden.

Mit dem Modell einer Beteiligung des ADPR/TRPM2-Systems am Zelltod steht im Ein-

klang, daß Ca2+-Ionen auf TRPM2 als Co-Stimulus wirken: McHugh et al. (2003) postulier-

ten ein Modell, nach dem es nach Aktivierung des Kanals zu einer positiven Rückkopplung

kommt. Der von TRPM2 vermittelte Ca2+-Einstrom erhöht die lokale Ca2+-Konzentration,

was wiederum den Kanal stärker aktiviert. Auf diese Weise würde ein Signal entstehen,

das von der Zelle nicht mehr aufgehoben werden kann. Ein solches irreversibles Signal ist

für Prozesse, die den Tod der Zelle auslösen sollen, biologisch sinnvoll. In T-Zellen wurde

nach Stimulation des TCR/CD3-Komplexes die Bildung reaktiver Sauerstoffspecies (ROS)

nachgewiesen (Devadas et al., 2002). Möglicherweise könnten auch solche Prozesse zur Ak-

tivierung von TRPM2 in T-Lymphocyten beitragen.

Es gibt mehrere Berichte, die vermuten lassen, daß die Stimulation von T-Lymphocyten

zur Aktivierung von TRPM2 führt: So kam es nach Harootunian et al. (1989) bei T-Zell-

Stimulation zu einem Na+-Einstrom, dessen molekulare Ursache unklar blieb. Es wurde auch

berichtet, daß es bei Stimulation des TCR zu einer Aktivierung mehrerer Einstrom-Wege für

Ca2+ kam (Chow et al., 1993). In Drüsenzellen des Pankreas wurde ein nicht selektiver

Kationen-Strom beschrieben, der durch Depletion intrazellulärer Speicher ausgelöst werden

konnte und als ICRANC („Ca2+ release activated nonselective cation current“) bezeichnet

wurde (Krause et al., 1996). Ein Strom mit gleichen Eigenschaften wurde von Su et al.

(2001) auch in T-Lymphocyten gefunden. Möglicherweise ist das ADPR/TRPM2-System
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für diese bisher molekular nicht charakterisierten Phämomene verantwortlich. Eine Verbin-

dung zwischen dem ICRANC-Strom und TRPM2 konnte in Jurkat-Zellen kürzlich durch Su

et al. (2005) gezeigt werden, da die Repression der TRPM2-Expression eine Vermindung von

ICRANC bewirkte.

Mit Sicherheit sind noch umfangreichere Untersuchungen notwendig, um die Rolle von

TRPM2 und seinem Effektor ADPR bei oxidativem Streß genauer zu charakterisieren. Auch

Studien zur möglichen Rolle von TRPM2 als SOC, der einen von ICRAC unterscheidbaren

Einstrom von Na+ und Ca2+ in die Zelle auslöst, könnten zum weiteren Verständnis des

komplexen Phämonens des Ca2+-Einstroms in nicht-erregbare Zellen beitragen.
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2. Problemstellung

Eine notwendige Voraussetzung zur Aktivierung von T-Lymphocyten ist eine langanhaltende

Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Dies ist für die Proliferation dieser Zellen

und damit für eine effiziente Immunantwort essentiell (Premack und Gardner, 1992). Die

molekularen Vorgänge, die die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern und den

Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum bewirken, sind bisher aber nur zum Teil bekannt.

Eine Rolle der beiden sekundären Botenstoffe InsP3 und cADPR bei der Ca2+-Freisetzung

aus intrazellulären Speichern nach Stimulation von T-Zellen durch den TCR/CD3-Komplex

wurde bereits nachgewiesen (Übersicht in Guse (2002)). Hingegen ist über eine physiologische

Funktion des Ca2+-freisetzenden NADP-Derivats NAADP (Lee und Aarhus, 1995) in T-

Lymphocyten bisher nur wenig bekannt. Nach Berg et al. (2000) blockiert eine Inaktivierung

des NAADP-Systems die Ca2+-Freisetzung durch InsP3 und cADPR und hemmt darüber

hinaus das Ca2+-Signal nach TCR/CD3-Stimulation. Daher ist eine entscheidende Rolle von

NAADP bei der T-Zell-Aktivierung zu vermuten.

Ein wichtige Grundlage zur Charakterisierung der Funktion von NAADP stellt eine Me-

thode zur Messung der cytosolischen NAADP-Konzentration dar. Ein Assay zur Quan-

tifizierung zellulärer NAADP-Konzentrationen muß hochsensitiv sein, da Konzentrationen

im niedrigen nanomolaren Bereich zu erwarten sind (Berg et al., 2000; Patel et al., 2001;

Cancela et al., 2003; Churamani et al., 2004). Um die notwendige Empfindlichkeit zu er-

reichen, sollte NAADP durch geeignete Derivatisierungs-Reagenzien in ein fluoreszierendes

Produkt umgesetzt und anschließend durch HPLC mit Fluoreszenzdetektion quantifiziert

werden. Alternativ sollte ein Enzym-Assay zur Detektion von NADP (Stephon et al., 1992)

abgewandelt werden, um damit eine Quantifizierung von NAADP zu ermöglichen. Beide

methodischen Ansätze sollten zunächst mit NAADP-Standards etabliert und danach mit

einem zu entwickelnden Extraktionsprotokoll verknüpft werden. Mit dieser Methode sollten

dann endogene NAADP-Mengen in T-Zellen quantifiziert werden, um eine Beteiligung von

NAADP bei der Ca2+-Freisetzung während der T-Zell-Aktivierung genauer zu untersuchen.

Der Einstrom von Ca2+ aus dem Extrazellulärraum ist eine notwendige Voraussetzung für

eine langanhaltende Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration (Lewis, 2001). Wel-

che Ionenkanäle für diesen Einstrom verantwortlich sind, ist bisher nicht eindeutig geklärt,

obwohl nach Montell (2001) vermutlich Kanäle der TRP-Superfamilie beteiligt sind. Kürz-

lich wurde beschrieben, daß der Ca2+-permeable Kationen-Kanal TRPM2 durch Bindung

von ADPR an sein intrazelluläres „Nudix box“-Motiv aktiviert werden kann (Perraud et al.,

2001; Sano et al., 2001). Eine Beteiligung des TRPM2-Agonisten ADPR am stimulations-

abhängigen Ca2+-Einstrom wurde daher zwar postuliert (Ayub und Hallett, 2004; Perraud
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et al., 2004), aber bisher experimentell nicht gezeigt.

Deshalb sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Extraktionsprotokoll für ADPR

aus T-Zellen und eine HPLC-basierte Technik zur ADPR-Quantifizierung etabliert werden,

wobei als Ausgangspunkt eine Methode zur Messung von cADPR (da Silva et al., 1998a) die-

nen sollte. Um eine Beteiligung von ADPR bei der T-Zell-Aktivierung zu untersuchen, sollte

festgestellt werden, ob sich die intrazelluläre ADPR-Konzentration bei Stimulation ändert,

um so eine Beteiligung von TRPM2 am Ca2+-Einstrom zu untersuchen. Ferner sollte der

stimulationsabhängige Ca2+-Einstrom pharmakologisch charakterisiert werden, um Erkennt-

nisse zur physiologischen Relevanz des ADPR/TRPM2-Systems für die Ca2+-Homöostase in

T-Lymphocyten zu erhalten.
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3. Material und Methoden

3.1. Geräte und Materialien

• Sterile Werkbank (BDK, Sonnenbühl-Genkingen)

• CO2-Inkubator (Heraeus, Hanau)

• CASY TT1-Zellzähler (Schärfe Systeme, Reutlingen)

• Zentrifuge Varifuge 3.OR (Heraeus, Hanau)

• Inversmikroskop (Leitz, Wetzlar)

• Hämocytometer mit Teilung nach Neubauer (Hellma, Mülheim)

• Zellkulturmaterialien aus Plastik (Greiner, Hamburg; Nunc, Wiesbaden; VWR, Han-

nover)

• Thermomixer 5643 (Eppendorf, Hamburg)

• Potter-Elvehjem-Homogenisator, 15 ml (Braun, Melsungen)

• Tischzentrifuge Biofuge Fresco (Heraeus, Hanau)

• Vortex-Mischer VF-2 (IKA-Labortechnik, Staufen)

• Gefriertrocknungs-Gerät 2040 (Snĳders Scientific, Tillburg, Niederlande)

• Festphasen-Extraktionskartuschen, 3 ml, mit passenden Fritten (Supelco, Bellefort,

USA)

• Ultraschall-Homogenator Sonoplus UW70 (Bandelin, Berlin)

• HPLC-System mit Hochdruck-Gradienten-Mischer (Kontron Instruments, Neufahrn),

bestehend aus:

– zwei HPLC-Pumpen 422

– Mischkammer 494

– Autosampler 360 zur automatischen Injektion von Proben

– UV-Detektor 432

– Fluoreszenz-Detektor FP-1520 (Jasco, Groß-Umstadt)
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• HPLC-Probenfilter Minisart RC4, 0.2 µm (Satorius, Göttingen)

• C18-HPLC-Säule Multohyp BDS C18, Partikelgröße 5 µm, 250 mm x 4.6 mm (Chroma-

tographie-Service, Langerwehe)

• C18-HPLC-Vorsäule Multohyp BDS C18, Partikelgröße 5 µm, 17 mm x 4.6 mm (Chro-

matographie-Service, Langerwehe)

• C12-HPLC-Säule Synergi MAX RP 80A, Partikelgröße 4 µm, 250 mm x 4.6 mm (Phe-

nomenex, Aschaffenburg)

• SecurityGuard-Kartuschen-Halter mit MAX RP-Kartuschen (Phenomenex, Aschaffen-

burg)

• Autoklav 5075 ELV (Systec, Wettenberg)

• Schwarze Mikrotiterplatten aus Polystyrol (Corning, New York, USA)

• Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Photometer Viktor 1420 (Wallac, Freiburg)

• Photometer Biophotometer (Eppendorf, Hamburg)

• PCR-Cycler Mastercycler Personal (Eppendorf, Hamburg)

• Gel-Elektrophorese-Apparatur GNA-100 (Pharmacia, Peapack, USA)

• UV-Transilluminator IL-350-M (Bachhofer, Reutlingen)

• Hitachi Fluoreszenz-Spektrophotometer F-2000 (Colora Meßtechnik, Lorch)

3.2. Software

• MT2-Datenaquisitions-System für HPLC (Kontron Instruments, Neufahrn)

• Hitachi F-2000 Intracellular Cation Measurement System (Colora Meßtechnik, Lorch)

• SigmaPlot, Version 8.0 (SPSS Science Software, Erkrath)

• SigmaStat, Version 2.0 (Jandel, Erkrath)

• ChemWindow, Version 5.0.1 (Bio-Rad, München)

• LATEX 2ε (Knuth, 1991; Lamport, 1994)
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3.3. Medien, Chemikalien und Reagenzien-Kits

• Zellkultur-Medium RPMI 1640 mit Glutamax I (Invitrogen, Karlsruhe)

• Serum aus neugeborenen Kälbern (NCS), hitzeinaktiviert bei 56◦C für 30 min (Bio-

chrom, Berlin)

• nicht-essentielle Aminosäuren MEM, 100x Stamm-Lösung (Invitrogen, Karlsruhe)

• PenStrep-Lösung, 10000 U/ml Penicillin G, 10000 µg/ml Streptomycin (Invitrogen,

Karlsruhe)

• Trypanblau-Lösung, 0.4% (w/v) (Invitrogen, Karlsruhe)

• HEPES, 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure (Biomol, Hamburg)

• DMSO, Dimethylsulfoxid (Sigma, Deisenhofen)

• CASYton-Lösung (Schärfe Systeme, Reutlingen)

• Cibacron Blue 3GA (Sigma, Deisenhofen)

• Concanavalin A, Typ IV aus Canavalia ensiformis (Sigma, Deisenhofen)

• NAADP, ADPR, NAD und andere Nucleotide, Nucleoside und Derivate (Sigma, Dei-

senhofen)

• Chloroacetaldehyd, ∼45%ige Lösung in Wasser (Fluka, Neu-Ulm)

• Trichloressigsäure (Merck, Darmstadt)

• Diethylether (Merck, Darmstadt)

• Trifluoressigsäure (Merck, Darmstadt)

• Q-Sepharose Fast Flow (Amersham Biosciences, Freiburg)

• Tris, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma, Deisenhofen)

• Methanol p. a. (Merck, Darmstadt)

• BSA, Rinder-Serum-Albumin Fraktion V (Sigma, Deisenhofen)

• Methanol LiChrosolv für HPLC (Merck, Darmstadt)

• TBAPH, Tetrabutylammonium-Hydrogenphosphat-Lösung, 1 M (Fluka, Neu-Ulm)

• ADP-Ribosylcyclase aus Aplysia californica (Sigma, Deisenhofen)

• Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae (Sigma, Deisenho-

fen)
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• Diaphorase aus Clostridium kluyveri (Sigma, Deisenhofen)

• NAD-Glycohydrolase (NADase) aus Neurospora crassa (Sigma, Deisenhofen)

• Flavin-Mononucleotid (Sigma, Deisenhofen)

• Resazurin (Sigma, Deisenhofen)

• Glucose-6-Phosphat (Sigma, Deisenhofen)

• RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)

• QiaShredder-Säulen (Qiagen, Hilden)

• RNase-free DNase-Kit zum DNase-Aufsäulenverdau (Qiagen, Hilden)

• Titan One-Tube RT-PCR-Kit (Roche, Mannheim)

• dNTP-Mix, je 20 mM (Amersham, Braunschweig)

• RNase-Inhibitor, 40 U/ µl (Roche, Mannheim)

• SeaKem LE Agarose (FMC Bioproducts, Rockland, USA)

• Ethidiumbromid-Lösung, 10 mg/ml (Promega, München)

• 6x DNA Loading Dye Solution (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

• 100 bp DNA Laddar Plus-Marker (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

• High Pure PCR Purification Kit (Roche, Mannheim)

• 10x PCR-Puffer ohne Mg2+ (Gibco, Karlsruhe)

• MgCl2-Lösung, 25 mM (Gibco, Karlsruhe)

• ATP-Lösung, 2 mM (Gibco, Karlsruhe)

• Taq-DNA-Polymerase, 5 U/ µl (Gibco, Karlsruhe)

• pGEM-T Easy Vector System-Kit mit T4-Ligase (Promega, München)

• Bakto-Tryptone (Becton Dickinson, Sparks, USA)

• Hefe-Extrakt (Life Technologies, Eggenstein)

• Ampicillin Natriumsalz (Applichem, Darmstadt)

• IPTG, Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranosid (BioTech, St. Leon-Rot)

• X-Gal, 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactopyranosid (Peqlab, Erlangen)
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• Silica Spin-Kit für Minipreps (Whatmann, Göttingen)

• Big Dye Terminator Mix (Applied Biosystems, Langen)

• Half Term Polymerase-Puffer (PE Biosystems, Weiterstadt)

• Dye Ex 2.0-Kit zur Reinigung von Sequenzierungen (Qiagen, Hilden)

• Fura-2/AM, 4 mM in DMSO (Molecular Probes, Karlsruhe)

• PP2 (Calbiochem, Eggenstein)

• Thapsigargin (Calbiochem, Eggenstein)

• GdCl3 (Sigma, Deisenhofen)

Alle nicht separat aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma, Merck, Fluka

oder Calbiochem in der höchsten verfügbaren Qualität bezogen.

3.4. Puffer und Lösungen

• Citrat-Phosphat-Puffer: 62 mM Zitronensäure, 76 mM Na2HPO4, pH4.0

• Extrazellulär-Puffer A: 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 1 mM

NaH2PO4, 5.5 mM Glucose, 20 mM HEPES, pH7.4 (NaOH)

• Extrazellulär-Puffer B: 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.35 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM

Glucose, 0.1% (w/v) BSA, 15 mM HEPES, pH7.4 (NaOH)

• Extrazellulär-Puffer C: 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM Glucose, 0.1%

(w/v) BSA, 15 mM HEPES, pH7.4 (NaOH)

• 150 mM TFA-Lösung: 2.9 ml TFA mit dest. Wasser auf 250 ml auffüllen

• HPLC-Puffer A1: 20 mM KH2PO4, 5 mM TBAHP, pH6.0 (KOH), durch Filter mit

einer Porenweite von 0.22 µm filtrieren

• HPLC-Puffer A2: 20 mM KH2PO4, 2 mM TBAHP, pH6.0 (KOH), durch Filter mit

einer Porenweite von 0.22 µm filtrieren

• HPLC-Puffer B1: 50% (v/v) HPLC-Puffer A1, 50% (v/v) Methanol LiChrosolv

• HPLC-Puffer B2: 50% (v/v) HPLC-Puffer A2, 50% (v/v) Methanol LiChrosolv

• 1x TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH8.1

• 1x TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH8.0
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• SOC-Medium: 2% (w/v) Bakto-Trypton, 0.5% (w/v) Hefe-Extrakt, 10 mM NaCl,

2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose; sterilfiltrieren (0.2 µm)

• LB-Platten mit Ampicillin, IPTG und X-Gal: 1% (w/v) Bakto-Trypton, 0.5% (w/v)

Hefe-Extrakt, 1% (w/v) NaCl, 1.5% (w/v) Bitek-Agar; pH7.0 mit NaOH einstellen, au-

toklavieren und im Wasserbad auf 50◦C abkühlen; dann 100 µg/ml Ampicillin, 0.5 mM

IPTG (Stammlösung 100 mM in Wasser) und 80 µg/ml X-Gal (Stammlösung 50 mg/ml

in DMF) zugeben und in Bakterienschalen gießen.

• LB-Medium mit Ampicillin: 1% (w/v) Bakto-Trypton, 0.5% (w/v) Hefe-Extrakt, 1%

(w/v) NaCl; pH7.0 mit NaOH einstellen, autoklavieren und nach Abkühlen 100 µg/ml

Ampicillin zufügen.

3.5. Kultivierung von T-Lymphocyten der Linien Jurkat und

BW5147

Jurkat-T-Lymphocyten des Subklons JMP (Schneider et al., 1977) wurden in RPMI 1640-

Medium mit Glutamax I, versetzt mit 7.5% (v/v) NCS, 25 mM HEPES, pH7.4, 100 U/ml

Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin (komplettes RPMI-Medium) kultiviert. BW5147-

Zellen wurden im gleichen Medium gehalten, das jedoch zusätzlich nicht essentielle Ami-

nosäuren (1fach konzentriert) enthielt. Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37◦C und

5% (v/v) CO2 in einer mit Wasserdampf gesättigten Atmosphäre kultiviert. Alle zwei bis

drei Tage wurden Aliquots der Zellsuspensionen mit Trypanblau-Lösung im Verhältnis 1:2

gemischt und die Dichte der vitalen Zellen mit einem Hämocytometer nach Neubauer ermit-

telt. Bei den Jurkat-Zellen wurde die Zelldichte mit vorgewärmtem Medium auf 0.3 · 106

Zellen/ml eingestellt, so daß die Suspension stets eine Dichte zwischen 0.3 · 106 und 1.2 · 106

Zellen/ml aufwies. Die BW5147-Zellen wurden jeden zweiten Tag mit vorgewärmtem Medi-

um verdünnt, wobei die Zelldichte auf 0.1 ·106 Zellen/ml eingestellt wurde. Bei diesen Zellen

betrug die maximale Dichte 1 · 106 Zellen/ml.

Zelldichten wurden außerdem mit einem CASY TT1-Zellzähler bestimmt. Dazu wurde

ein Aliquot der Zellsuspension im Verhältnis 1:100 mit CASYton-Puffer verdünnt, gründlich

durchmischt und automatisch gezählt. Dabei wurden nur Zellen im Größenbereich von 7.5−

30.0 µm berücksichtigt. Durch die Verwendung des Gerätes war es außerdem möglich, das

durchschnittliche Volumen der gezählten Zellen zu bestimmen.

3.6. Derivatisierung von NAADP mit Chloroacetaldehyd

Adenin-haltige Verbindungen lassen sich mit Chloroacetaldehyd zu fluoreszierenden Deriva-

ten umsetzen (Ohkura et al., 1994). Als Standard zur Optimierung der Reaktionsbedingun-

gen der Derivatisierung von NAADP mit Chloroacetaldehyd wurden 100 pmol NAADP pro

Reaktionsansatz (1 ml) verwendet.
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Die Ansätze enthielten jeweils:

NAADP-Lösung, 10 µM 10 µl
Citrat-Phosphat-Puffer, pH4.0 250 µl
Chloroacetaldehyd-Lösung, 45% 10 µl
dest. Wasser 730 µl

Die Ansätze wurden in einem Thermomixer mit 1000 Upm unter Lichtschutz geschüttelt.

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde der pH-Wert des Puffers im Bereich von

3.0 bis 5.0 in Schritten von 0.5 variiert indem zu dem in Abschnitt 3.4 angegebenen Citrat-

Phosphat-Puffer entweder Zitronensäure oder Na2HPO4 zugefügt wurde, bis der gewünschte

pH-Wert erreicht war. Die Temperatur der Reaktion wurde im Bereich von 60 bis 95◦C

variiert, und die Reaktions-Dauer von 20 bis 120 min. Nachdem die optimalen Reaktions-

bedingungen ermittelt worden waren, wurden NAADP-Mengen von 2.5 pmol bis 10 nmol

pro Ansatz (Zusammensetzung sonst wie oben angegeben) umgesetzt, um eine Eichkurve

zu erstellen. Dabei wurde ein Puffer mit einem pH-Wert von 4.0 verwendet und die Re-

aktion unter Lichtschutz bei 90◦C für 20 min durchgeführt. Die Reaktionsansätze wurden

anschließend per RP-HPLC analysiert (siehe Abschnitt 3.8.1.2), wobei jeweils 100 µl aus den

Ansätzen aufgetrennt wurden.

3.7. Extraktion von Nucleotiden aus T-Lymphocyten

3.7.1. NAADP-Extraktion aus Zellen

Zur Extraktion von NAADP aus Jurkat-T-Lymphocyten wurden 1 · 109 Zellen durch Zen-

trifugation (550 g, 5 min, 23◦C) pelletiert und in 50 ml Extrazellulär-Puffer A resuspendiert.

Anschließend wurde die Zellsuspension bei 25◦C für 30 min inkubiert und danach erneut wie

oben angegeben abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml eiskalter Trichloressigsäure-

Lösung (20% (w/v) in Wasser) aufgenommen und in einen Potter-Elvehjem-Homogenisator

(15 ml) überführt. Anschließend wurden die Zellen unter Eiskühlung bei 1500 Upm durch

fünf Aufwärts- und Abwärts-Bewegungen lysiert. Das Homogenat wurde in zwei Hälften

geteilt (Zwillingsproben) und alle Ansätze drei Mal in flüssigem Stickstoff eingefroren und

bei 37◦C wieder aufgetaut. Danach wurde eine der Hälften mit 15 pmol NAADP versetzt.

Die Proben wurden 30 min in einem Eisbad inkubiert und für 2 min bei 488 g und 23◦C

zentrifugiert. Die Überstände wurden in Mikroreaktionsgefäße überführt und bei maximaler

Geschwindigkeit (13000 Upm) und 4◦C in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert.

Zur Entfernung der Trichloressigsäure wurden die Überstände vier Mal mit je 5 ml wasserge-

sättigtem Diethylether extrahiert, wobei für eine Minute mit einem Vortex-Mischer gemischt

wurde. Die Proben wurden dann eingefroren, zur Entfernung von Ether-Rückständen für

60 min an eine Gefriertrocknungs-Anlage angeschlossen und bis zur Festphasenextraktion

(Abschnitt 3.7.2) bei −70◦C gelagert.
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3.7.2. Festphasenextraktion zur Aufreinigung der NAADP-Extrakte

Zur Vorbereitung der Festphasenextraktion wurden 20 ml Q-Sepharose FF vier Mal mit

20 ml Wasser, drei Mal mit 20 ml 150 mM Trifluoressigsäure-(TFA)-Lösung sowie vier Mal

mit 5 mM Tris/HCl pH8.0 gewaschen. Anschließend wurde die Matrix in 20%iger (v/v)

wäßriger Methanol-Lösung aufgeschlämmt und bis zur Verwendung bei 4◦C gelagert.

Nach dem Spülen der Extraktionskartuschen (Volumen 3 ml) mit Methanol und Wasser

wurden zur Festphasenextraktion die Kartuschen mit 500 µl vorbereiteter Q-Sepharose FF

gepackt und mit 5 ml 150 mM TFA-Lösung gespült. Anschließend wurden die Säulen mit

15 ml 10 mM Tris/HCl, pH8.0 equilibriert. Die neutralisierten NAADP-Extrakte wurden mit

10 mM Tris/HCl, pH8.0 auf ein Volumen von 14 ml aufgefüllt, und in Aliquots von 1 ml auf

die Säulen aufgetragen. Anschließend wurden die Säulen mit 10 ml 10 mM Tris/HCl, pH8.0

sowie 600 µl 5 mM TFA-Lösung gespült. Die Elution erfolgte durch sukzessive Zugabe je

1.5 ml eiskalter TFA-Lösungen steigender Konzentration. Verwendet wurden Lösungen mit

TFA-Konzentrationen von 5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 25 und 30 mM. Die Eluate wurden in

je 3.5 ml Wasser unter Eiskühlung in Glasgefäßen aufgefangen, bei −20◦C eingefroren und

bis zur Trockne gefriergetrocknet. Anschließend wurden die Proben mit dem enzymatischen

NAADP-Assay weiter untersucht (Abschnitt 3.9).

3.7.3. ADPR-Extraktion aus Zellen

Die Zellen (5 · 107 Jurkat-T-Lymphocyten oder 1 · 108 BW5147-Thymocyten) wurden durch

Zentrifugation (550 g, 5 min, 23◦C) pelletiert, in 5 ml Extrazellulär-Puffer A resuspendiert

und für 30 min bei 25◦C inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurden die Zellen erneut

wie oben angegeben pelletiert und in 2 ml eiskalter Trichloressigsäure-Lösung (20% (w/v) in

Wasser) resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen durch dreimaliges Einfrieren in flüs-

sigem Stickstoff und Auftauen bei 37◦C lysiert. Danach erfolgte unter Eiskühlung eine kur-

ze Behandlung für 20 sec mit einem Ultraschall-Homogenisator. Zelltrümmer wurden durch

Zentrifugation bei 550 g und 4◦C für 5 min entfernt und die Überstände in zwei Hälften geteilt

(Zwillingsproben), von denen eine mit 2.5 nmol ADPR versetzt wurde. Anschließend wurden

die Proben für 30 min in einem Eisbad inkubiert und danach zwei Mal für 10 min bei 4◦C mit

maximaler Geschwindigkeit (13000 Upm) in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert.

Die Überstände wurden abgenommen und drei Mal mit 5 ml wassergesättigtem Diethylether

extrahiert, wobei jeweils eine Minute mit einem Vortex-Mischer gemischt wurde. Um Reste

des Ethers zu entfernen, wurden die Proben eingefroren und für etwa 60 min ein Vakuum

angelegt. Anschließend wurde die Extrakte bei −70◦C gelagert. In einigen Experimenten

wurden diese neutralisierten Extrakte direkt zur HPLC-Analyse verwendet. Normalerweise

wurden die Proben aber durch Festphasen-Extraktion (siehe Abschnitt 3.7.4) gereinigt. In

einigen Versuchen wurden artifizielle Proben verwendet (siehe Abschnitt 4.2.1.4). Dazu wur-

den 100 µl Rinder-Serumalbumin-(BSA)-Lösung (100 mg/ml in Wasser) mit 20 nmol ADPR

und/oder 20 nmol NAD versetzt. Die Extraktion wurde auf die gleiche Weise durchgeführt
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wie für die aus Zellen bestehenden Proben beschrieben.

3.7.4. Festphasenextraktion zur Aufreinigung von ADPR

Die Vorbreitung der Q-Sepharose und der Extraktionskartuschen für die Festphasenextrakti-

on erfolgte wie in Abchnitt 3.7.2 beschrieben. Zur Festphasenextraktion von ADPR wurden

die Kartuschen mit 250 µl Q-Sepharose FF gepackt und mit 5 ml 150 mM TFA-Lösung ge-

spült. Anschließend wurden die Säulen mit 15 ml 10 mM Tris/HCl, pH8.0 equilibriert. Die

neutralisierten Zellextrakte wurden mit 14 ml 10 mM Tris/HCl, pH8.0 verdünnt, und in Ali-

quots von 2 ml auf die Säulen aufgetragen. Anschließend wurden die Säulen mit 30 ml 10 mM

Tris/HCl, pH8.0 sowie 600 µl 5 mM TFA-Lösung gespült. Die Elution erfolgte durch Zugabe

von 1 ml 20 mM TFA-Lösung in Aliquots von 100 µl. Die Eluate wurden in Glasgefäßen auf-

gefangen, weil die Verwendung von Plastik-Gefäßen – vermutlich durch Komponenten, die

aus dem Material gelöst wurden – zur Degradation der Proben führte. Die Proben wurden

entweder wie in Abschnitt 3.8.2 beschrieben direkt per HPLC aufgetrennt oder für kurze

Zeit bei −70◦C gelagert.

3.8. HPLC-Techniken

3.8.1. Analytik von Etheno-NAADP

3.8.1.1. Gradienten-Elution

Die Analytik von 1, N6-ε-NAADP wurde mittels Reversed Phase (RP)-HPLC durchgeführt.

Dazu wurde eine C18-Säule (Multohyp BDS C18, Partikelgröße 5 µm, 250 mm x 4.6 mm) ver-

wendet, die durch eine Vorsäule (17 mm x 4.6 mm) aus dem gleichen Material geschützt wur-

de (beides Chromatographie Service, Langerwehe). Die Auftrennung der Proben erfolgte

durch einen ansteigenden Methanol-Gradienten mit den Puffer A1 und B1 bei einer Flußge-

schwindigkeit von 1 ml/min. Von jeder Probe wurden nach Filtration durch Einmal-Filter

(0.2 µm) mit Hilfe eines Autosamplers 100 µl in das HPLC-System injiziert. Zum Nach-

weis der 1,N 6-Etheno-(1,N 6-ε)-Derivate wurde ein Fluoreszenz-Detektor benutzt, der mit

einer Excitations-Wellenlänge von 300 nm, einer Emission-Wellenlänge von 410 nm und ei-

ner Verstärkungs-Einstellung von 10 betrieben wurde. Die Quantifizierung von 1, N 6-ε-

Verbindungen erfolgte durch Integration der Flächen der Peaks mit der MT2-Software (Kon-

tron). Für die Analytik von 1, N 6-ε-NAADP wurde das HPLC-Programm NAADP2.PGM

(Seite 35) verwendet.
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Time Device Function << Parameter 1 >> << Parameter 2 >> <<Parameter 3 >>

-----------------------------------------------------------------------------

0.00 P 422 A P. Limit Lower: 0 Upper: 250

0.00 P 422 B P. Limit Lower: 0 Upper: 250

0.00 Flow Total Value: 1.000 Step:

0.00 Flow % B Value: 30.0 Step:

0.00 DETECT 432 Waveleng Lambda: 270

0.00 Jasco 1520 EX-Wavel EX-Wavel: 300

0.00 SA 360 Set Volu Air Gap: 30 Samp Vol: 135 --> Loop: 15

0.10 DETECT 432 Paramete Range: 0.500 Res Time: 0.20

0.15 DETECT 432 Autozero

0.15 Jasco 1520 EM-Wavel EM-Wavel: 410

0.16 Jasco 1520 Gain Gain: 10

0.17 Jasco 1520 Atten. Atten. 1

0.20 Jasco 1520 Autozero

0.22 Acquis.On Channel: 12 Average: ON Step:

0.25 SA 360 Inject

1.50 Flow % B Value: 30.0 Step:

3.50 Flow % B Value: 30.0 Step:

5.50 Flow % B Value: 65.0 Step:

6.50 Flow % B Value: 65.0 Step:

9.00 Flow % B Value: 80.0 Step:

16.00 Flow % B Value: 80.0 Step:

18.00 Flow % B Value: 30.0 Step:

27.00 Acquis.Off

27.00 Flow % B Value: 30.0 Step:

27.00 End

HPLC-Programm 3.1: HPLC-Programm NAADP2.PGM zur Quantifizierung von 1, N 6-
ε-NAADP und zur Abtrennung von anderen 1, N 6-ε-Derivaten. Durch die Befehle P 422 A

bzw. P 442 B werden die Druck-Limits der HPLC-Pumpen A bzw. B festgelegt. Die Flow-Befehle
regeln entweder die Gesamt-Flußrate, oder geben den prozentualen Gehalt an Puffer B2 vor. Durch
die DETECT 432-Befehle wird die Detektions-Wellenlänge des UV-Detektor auf 270 nm festgelegt, es
werden weitere Parameter dieses Detektors eingestellt oder ein Nullpunkts-Abgleich wird durchge-
führt. Die Befehle SA 360 legen ein Injektionsvolumen des Autosamplers von 100 µl fest oder lösen
die Injektion aus. Die Jasco 1520-Befehle stellen die Excitations- bzw. Emissionswellenlänge des
Fluoreszenz-Detektors auf 300 bzw. 410 nm, die Verstärkungseinstellung („Gain“) auf 10 und führen
den Nullpunkts-Abgleich durch. Durch die Acquis.-Befehle wird die Datenaquisition auf Kanal 1
(UV-Detektion) und Kanal 2 (Fluorszenz-Detektion) an- oder abgeschaltet. Der End-Befehl beendet
schließlich den Programm-Ablauf.

3.8.1.2. Isokratische Elution

1, N6-ε-NAADP wurde auch unter isokratischen Bedingungen aufgetrennt, um einen Fluores-

zenz-Hintergrund des Methanol-Gradienten bei hoher Empfindlichkeits-Einstellung des De-

tektors zu vermeiden. Dabei wurden die gleichen Säulen wie in Abschnitt 3.8.1.1 beschrieben

eingesetzt, aber die Puffer A2 und B2 mit 2 mM TBAHP verwendet. Es wurde ein konti-

nuierlicher Gehalt von 52% Puffer B2 benutzt und am Ende jedes Laufes der Anteil von B2

auf 80% erhöht, um die Säule zu spülen. Der Fluoreszenz-Detektor wurde im Programm

NAADP12.PGM (Seite 36) mit einer Verstärkungs-Einstellung von 1000 betrieben.
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Time Device Function << Parameter 1 >> << Parameter 2 >> <<Parameter 3 >>

-----------------------------------------------------------------------------

0.00 P 422 A P. Limit Lower: 0 Upper: 250

0.00 P 422 B P. Limit Lower: 0 Upper: 250

0.00 Flow Total Value: 1.000 Step:

0.00 Flow % B Value: 52.0 Step:

0.00 DETECT 432 Waveleng Lambda: 270

0.00 Jasco 1520 EX-Wavel EX-Wavel: 271

0.00 SA 360 Set Volu Air Gap: 30 Samp Vol: 135 --> Loop: 15

0.10 DETECT 432 Paramete Range: 0.500 Res Time: 0.20

0.15 DETECT 432 Autozero

0.15 Jasco 1520 EM-Wavel EM-Wavel: 404

0.16 Jasco 1520 Gain Gain: 1000

0.17 Jasco 1520 Atten. Atten. 1

0.18 Jasco 1520 Spalt 1 Spalt: 18

0.20 Jasco 1520 Autozero

0.22 Acquis.On Channel: 2 Average: ON Step:

0.25 SA 360 Inject

1.25 Jasco 1520 Autozero

1.50 Flow % B Value: 52.0 Step:

25.00 Acquis.Off

25.05 Flow % B Value: 52.0 Step:

26.00 Flow % B Value: 80.0 Step:

29.00 Flow % B Value: 80.0 Step:

39.50 Flow % B Value: 52.0 Step:

40.00 End

HPLC-Programm 3.2: Das isokratische Programm NAADP12.PGM zur Quantifizierung
von 1, N6-ε-NAADP. Zur Erklärung der verwendeten Befehle siehe Legende zu HPLC-Programm
NAADP2.PGM.

3.8.2. Analytik von ADPR

Grundlage für die Quantifizierung von ADPR in Zellextrakten war eine etablierte Methode

zur Bestimmung von cADPR, bei der eine Kombination aus Anionenaustauscher-Chromato-

graphie und RP-HPLC verwendet wurde (da Silva et al., 1998a). Zur Analytik von ADPR

wurde eine RP-HPLC durchgeführt, wobei standardmäßig die gleiche Säule verwendet wur-

de wie in Abschnitt 3.8.1.1 beschrieben. Außerdem wurde eine C12-Säule benutzt (Synergi

MAX RP 80A C12, 250 mm x 4.6 mm, Partikelgröße 4 µm), die durch eine SecurityGuard-

Kartusche geschützt wurde (beides Phenomenex, Aschaffenburg). Die Auftrennung der Pro-

ben erfolgte mit den Puffern A1 und B1, wobei für beide Säulen-Typen ein ansteigender

Methanol-Gradient verwendet wurde (in % Methanol): 0 min 15, 3.5 min 15, 5.5 min 32.5,

6.5 min 32.5, 9 min 40, 11 min 50, 16 min 50, 18 min 15, 27 min 15. Die Proben wurden vor

der Injektion in das HPLC-System durch Einmal-Filter mit einer Porenweite von 0.2 µm

gereinigt. Aufgetrennt wurden jeweils 20 µl der Eluate aus der Festphasen-Extraktion (sie-

he Abschnitt 3.7.4), die mit 80 µl eines Gemisches aus 70% Puffer A1 und 30% Puffer B1

versetzt wurden. Die Detektion erfolgte durch einen UV-Detektor bei einer Wellenlänge von

270 nm. Für die Analytik von ADPR wurde das HPLC-Programm HYP50AG.PGM verwen-
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Time Device Function << Parameter 1 >> << Parameter 2 >> <<Parameter 3 >>

-----------------------------------------------------------------------------

0.00 P 422 A P. Limit Lower: 0 Upper: 300

0.00 P 422 B P. Limit Lower: 0 Upper: 300

0.00 Flow Total Value: 1.000 Step:

0.00 Flow % B Value: 30.0 Step:

0.00 DETECT 432 Waveleng Lambda: 270

0.00 SA 360 Set Volu Air Gap: 30 Samp Vol: 135 --> Loop: 15

0.10 DETECT 432 Paramete Range: 0.500 Res Time: 0.20

0.15 DETECT 432 Autozero

0.20 Acquis.On Channel: 1 Average: ON Step:

0.25 SA 360 Inject

1.50 Flow % B Value: 30.0 Step:

3.50 Flow % B Value: 30.0 Step:

5.50 Flow % B Value: 65.0 Step:

6.50 Flow % B Value: 65.0 Step:

9.00 Flow % B Value: 80.0 Step:

11.00 Flow % B Value: 100.0 Step:

16.00 Flow % B Value: 100.0 Step:

18.00 Flow % B Value: 30.0 Step:

27.00 Acqusi.Off

27.00 Flow % B Value: 30.0 Step:

27.00 End

HPLC-Programm 3.3: Das Programm HYP50AG.PGM zur Quantifizierung von ADPR.
Zur Erklärung der verwendeten Befehle siehe Legende zu HPLC-Programm NAADP2.PGM.

det. Die Quantifizierung der ADPR-Mengen und die Berechnung der Wiederfindung erfolgte

durch Integration der Peak-Flächen und Vergleich mit einem ADPR-Standard bekannter

Konzentration (hierzu wurden in der Regel 50 pmol ADPR verwendet).

Um den ADPR-Peak in den Zellextrakten weiter zu charakterisieren, wurde bei manchen

Proben aus der Festphasen-Extraktion von Zellextrakten der Fluß der HPLC gestoppt, wäh-

rend sich der ADPR-Peak im UV-Detektor befand. Danach wurde die Wellenlänge von

210 nm bis 340 nm in Schritten von 10 nm erhöht, um ein UV-Spektrum des Peaks aufzuneh-

men. Diese Aufnahme der Spektren dauerte ca. 3 min. Die Absorption bei jeder gemessenen

Wellenlänge wurde um die Absorption einer Pufferkontrolle bei der gleichen Wellenlänge kor-

rigiert, und das erhaltene Spektrum mit einem auf die gleiche Weise erzeugten UV-Spektrum

eines ADPR-Standards verglichen.

3.8.3. Analytik der Umsetzung von NAADP durch ADP-Ribosylcyclase

Zur Untersuchung, ob NAADP durch die ADP-Ribosylcyclase aus Aplysia californica zu

NADP umgesetzt werden kann, wurden folgende Reaktionsansätze verwendet:

NAADP-Lösung, 10 mM 15 µl
Nicotinamid-Lösung, 200 mM 375 µl
Natriumacetat-Puffer, 100 mM, pH4.5 750 µl
ADP-Ribosylcyclase, 100 µg/ml in Wasser 15 µl
dest. Wasser 345 µl



3. Material und Methoden 38

Die Ansätze wurden unter Schütteln (600 Upm) bei Raumtemperatur oder 10◦C inku-

biert. Unmittelbar nach Start der Reaktion sowie alle 30 min wurden Aliquots von 200 µl

aus den Reaktionsansätzen entnommen und die Reaktion durch Einfrieren bei −20◦C ge-

stoppt. Anschließend wurden die Proteine in den Proben durch Zugabe von 200 µl Aceton

gefällt, die Ansätze für 10 min in einer Eppendorf-Tischzentrifuge mit maximaler Geschwin-

digkeit (13000 Upm) abzentrifugiert, und die Überstände in einer SpeedVac-Zentrifuge bis

zur Trockne eingeengt. Danach wurden die Proben in 200 µl HPLC-Puffer A1 aufgenommen

und 100 µl davon wie in Abschnitt 3.8.1.1 per RP-HPLC mit dem Programm NAADP2.PGM

aufgetrennt. Die NAADP- und NADP-Peaks wurden durch Vergleich mit Standards bekann-

ter Konzentration identifiziert und quantifiziert.

3.9. Zyklischer Enzym-Assay zur Quantifizierung von NAADP

3.9.1. Reinigung der verwendeten Enzyme

Zur Reinigung der in der Amplifikations-Reaktion verwendeten Enzyme Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase (G6P-DH) und Diaphorase wurden die gelösten Enzyme mit aktivierter Ak-

tivkohle inkubiert. Dazu wurden je 100 µl der Enzymlösungen (G6P-DH 1 mg/ml, Diapho-

rase 12 mg/ml, beides in 50 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH8.0) mit 200 µl BSA-Lösung

(5 mg/ml in Wasser) und 1.2 ml Aktivkohlesuspension (2%ig (w/v) in 20 mM Natrium-

Phosphat-Puffer, 150 mM NaCl, pH8.0) versetzt. Die Ansätze wurden bei 800 Upm für

60 min geschüttelt und anschließend zwei Mal in einer Eppendorf-Tischzentrifuge mit ma-

ximaler Geschwindigkeit (13000 Upm) abzentrifugiert, wobei die Pellets verworfen wurden.

Die erhaltene Enzym-Lösung wurde direkt für die Amplifikations-Reaktion (Abschnitt 3.9.3)

verwendet.

3.9.2. NADase-Verdau und Umsetzung von NAADP zu NADP

Zum NADase-Verdau wurden die gefriergetrockneten NAADP-Zellextrakte (Abschnitt 3.7.2)

oder andere Proben in 1.5 ml 1 mM Tris/HCl, 2.5 mM MgCl2, pH8.0 aufgenommen. Dabei

wurden die Trocknungsrückstände der Fraktionen aus der Elution mit 10, 12.5 und 15 mM

TFA gemeinsam in 1.5 ml Puffer aufgenommen, weil mit Standards eine Elution von NAADP

in diesen Fraktionen gefunden worden war. Zu diesen Ansätzen wurden 10 µl NADase-Lösung

(10 U/ml in 1 mM Tris/HCl, 2.5 mM MgCl2, pH8.0) gegeben und die Proben bei 37◦C für

vier Stunden unter Schütteln (500 Upm) inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurden

die Ansätze danach für 20 min auf 95◦C erhitzt und anschließend in einem Eisbad abgekühlt.

Um das enthaltene NAADP in NADP umzusetzen, wurden je 200 µl der Ansätze in sechs

Vertiefungen einer schwarzen Mikrotiterplatte (Corning) überführt. Zu dreien dieser Ansätze

wurden je 11 µl einer wäßrigen Lösung von 0.55 M Nicotinamid, 36 mM Natriumacetat, pH4.2

und 9.1 µg/ml ADP-Ribosylcyclase (aus Aplysia californica) gegeben. Die restlichen drei

Ansätze wurden mit der gleichen Lösung versetzt, wobei aber die ADP-Ribosylcyclase durch
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BSA ersetzt wurde. Anschließend wurde die Mikrotiterplatte mit Parafilm versiegelt und für

60 min bei 23◦C im Dunkeln inkubiert; danach wurde die Amplifikationsreaktion gestartet

(Abschnitt 3.9.3).

3.9.3. Amplifikations-Reaktion

Nach Ende der Reaktion zur Umwandlung von NAADP zu NADP (Abschnitt 3.9.2) wurden

in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 59 µl einer Reaktionsmischung folgender Zusammen-

setzung gegeben (alle Lösungen in Wasser):

Nicotinamid-Lösung, 1 M 1 µl
Natrium-Phosphat-Lösung, 500 mM, pH8.0 20 µl
Flavin-Mononucleotid-Lösung, 1 mM 1 µl
BSA-Lösung, 5 mg/ml 2 µl
Resazurin, 10 mM 0.1 µl
Glucose-6-Phosphat, 100 mM 5 µl
Enzym-Reinigungsansatz (Abschnitt 3.9.1) 29.9 µl

Nach Zugabe der Reaktionsmischung wurde sofort die Fluoreszenz in jeder Vertiefung mit

einem Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Photometer gemessen. Dabei wurde eine Excitations-

Wellenlänge von 544 nm und eine Emissions-Wellenlänge von 590 nm verwendet. Die Mes-

sung wurde als Dreifach-Messung durchgeführt und die Mittelwerte daraus berechnet. Die

Mikrotiterplatte wurde dann mit Parafilm abgedichtet und für 12 Stunden im Dunkeln bei

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Fluoreszenz ein weiteres Mal gemessen.

Zur Auswertung wurden von den am Ende der Inkubation gemessenen Werten die Start-

werte subtrahiert. Für jede Probe ergab sich so ein Wert für die in 12 Stunden aufgetre-

tenen Fluoreszenz-Differenz. Um eine Korrektur der erhaltenen Fluoreszenzwerte um den

durch NADP bedingten Hintergrund zu ermöglichen (siehe Abschnitt 4.1.2.4), wurden die

Fluoreszenz-Differenzen mit ADP-Ribosylcyclase in der ersten Reaktion (siehe Abschnitt

3.9.2) um die Differenzwerte ohne das Enzym korrigiert. Auf diese Weise konnte für jede

Probe der spezifische Fluoreszenz-Anstieg ermittelt werden, der durch NAADP, nicht aber

durch NADP verursacht wurde. Aus den drei parallelen Messungen wurden anschließend die

Mittelwerte berechnet.

3.10. RT-PCR von TRPM2

3.10.1. Analyse der Expression von TRPM2 durch RT-PCR

Um die Expression von TRPM2 in Jurkat T-Lymphocyten auf mRNA-Ebene zu untersu-

chen, wurde mit dem RNeasy Mini-Kit unter Verwendung von QiaShredder-Säulen und mit

einem DNase-Aufsäulenverdau (alles Qiagen) nach Anweisung des Herstellers Gesamt-RNA

aus Jurkat-Zellen isoliert und durch Messung der UV-Absorption (Biophotometer, Eppen-

dorf) bei 260 nm quantifiziert. Da das Absorptionsverhalten von Nucleinsäuren stark vom
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pH-Wert abhängt (Wilfinger et al., 1997) und Proteinkontaminationen bei alkalischem pH-

Wert leichter zu detektieren sind, wurde die Konzentrationsbestimmung in 1x TE-Puffer bei

einem pH-Wert von 8.0 durchgeführt. Mit der erhaltenen RNA wurden RT-PCRs in ei-

nem Ein-Schritt-Protokoll (d. h. ohne separate cDNA-Synthese) durchgeführt. Dazu wurde

das Titan One Tube RT-PCR-Kit (Roche) verwendet. Pro Reaktion wurden 200 ng RNA

eingesetzt. In Kontroll-Ansätzen wurde die Reverse Transkriptase vor der Reaktion durch

Hitzebehandlung (2 min bei 94◦C) inaktiviert, um so eine DNA-Kontamination auszuschlie-

ßen. Die Reaktionsansätze der RT-PCR enthielten:

RNA-Lösung, 379 ng/ µl 0.53 µl
dNTP-Mix, jeweils 20 mM 0.5 µl
Vorwärts-Primer, 20 µM 2 µl
Rückwarts-Primer, 20 µM 2 µl
DTT, 100 mM 2.5 µl
RNase-Inhibitor, 40 U/ µl 0.5 µl
dest. Wasser 17 µl

Für die Amplifikations-Reaktionen wurde entweder das Primerpaar PS-3/PS-5 (für eine

Amplifikation im Bereich des Exons 11 der mRNA) oder das Primerpaar PS-1/PS-2 (für

eine Amplikation im Bereich des Exons 27 der mRNA) verwendet. Die Sequenzen der ver-

wendeten Primer lauteten (Wehage et al., 2002):

Name Orientierung Sequenz (5’→3’) Position∗ (Exon)

PS-1 antisense ACC AGC ACT TCC ACG ATC TTC 4552 − 4571 (29)
PS-2 sense GTT CCT GAT CTA TGA CCC AC 4246 − 4265 (26)
PS-3 antisense AAA TGA GAA GGT CAC GGA TG 2308 − 2327 (11)
PS-5 sense TTC ATG GAT GAG TGG CAG TG 1862 − 1881 (10)

Das RT-PCR-Programm hatte folgenden Ablauf:

1x 57◦C 30 min

94◦C 1 min
35x 50◦C 1 min

68◦C 1.5 min

1x 68◦C 7 min

Hold 4◦C

Zur Analyse wurden die Proben (10 µl der Amplifikate) in einem 1.8%igen (w/v) Agar-

osegel in 1x TAE-Puffer mit 0.5 µg/ml Ethidiumbromid aufgetrennt. Die Amplifikate wur-

den durch UV-Beleuchtung sichtbar gemacht und die Längen durch Vergleich mit DNA-

Standards bestimmt.
∗Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die cDNA der mRNA von TRPM2, Ensembl-Datenbank,

Transkript ENST 00000300482 (www.ensembl.org).
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3.10.2. Klonierung und Sequenzierung

Zur Klonierung der Amplifikate, die bei der in Abschnitt 3.10.1 beschriebenen RT-PCR er-

halten wurden, wurden diese mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) nach

Anweisung des Herstellers aufgereinigt und in 50 µl 1 mM Tris/HCl, pH8.5 eluiert. Danach

wurden Adenosin-Reste an die 3’-Enden der PCR-Produkte angehängt, um die Klonierung

in einen Vektor mit T-Überhängen an den 5’-Enden zu erleichtern. Für dieses sogenannte

„A-tailing“ wurden folgende Reaktionsansätze verwendet:

gereinigtes Produkt aus der RT-PCR 6.4 µl
10x PCR-Puffer ohne Mg2+ (Gibco) 1 µl
MgCl2-Lösung, 25 mM (Gibco) 0.6 µl
ATP-Lösung, 2 mM (Gibco) 1 µl
Taq-DNA-Polymerase, 5 U/ µl (Gibco) 1 µl

Die Ansätze wurden für 30 min bei 70◦C inkubiert. Anschließend wurden die Amplifikate

in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy (Promega) kloniert. Zur Ligation wurden folgende

Ansätze benutzt:

Ansatz aus der A-tailing-Reaktion 3 µl
2x Reaktionspuffer (Promega) 5 µl
T4-Ligase, 3 U/ µl (Promega) 1 µl
pGEM-T Easy Vektor, 50 ng/ µl 1 µl

Die Ligationsreaktionen wurden für 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend

wurden die ligierten Vektoren in chemisch kompetente E. coli -Zellen (Stamm K12 XL1-blue)

transfiziert. Dazu wurden Aliquots der Bakterien auf Eis aufgetaut und die Ligationsansätze

vorsichtig komplett zugegeben. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen einem

Hitzeschock von 42◦C für eine Minute ausgesetzt und sofort zwei Minuten auf Eis gekühlt.

Anschließend wurden 900 µl SOC-Medium zugegeben und die Ansätze für 60 min bei 37◦C

geschüttelt (Thermomixer, 1000 Upm). Von diesen Ansätzen wurden 100 µl auf LB-Platten

mit Ampicillin, IPTG und X-Gal ausgestrichen und bei 37◦C inkubiert.

Um die klonierten Amplifikate durch Sequenzierung zu charakterisieren, wurden zwei weiße

Kolonien des N-terminalen Amplifikats und sechs weiße Kolonieren der C-terminalen Ampli-

fikate als Mini-Kulturen über Nacht in 3 ml LB-Medium mit Ampicillin vermehrt. Daraus

wurde die Vektor-DNA mit dem Silica Spin-Kit (Whatman) nach Angaben des Herstellers

isoliert und mit 50 µl 10 mM Tris/HCl, pH8.0 eluiert. Die erhaltene DNA wurde bei einer

Verdünnung von 1:40 durch Messung der UV-Absorption bei 260 nm mit einem Eppendorf

Biophotometer quantifiziert. Da das Absorptionsverhalten von Nucleinsäuren stark vom

pH-Wert abhängt (Wilfinger et al., 1997) und Proteinkontaminationen bei alkalischem pH-

Wert leichter zu detektieren sind, wurde die Konzentrationsbestimmung in 1x TE-Puffer bei

einem pH-Wert von 8.0 durchgeführt. Zur Sequenzierung wurden die Klone TRPM2-N1,

TRPM2-C1 und TRPM2-C8 ausgewählt. Für alle drei Konstrukte wurden Sequenzierungs-
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primer verwendet, die zu Sequenzen aus dem Vektor GEM T-easy komplementär waren. Zur

Sequenzierung wurden folgende Ansätze benutzt:

Big Dye Terminator Mix 3 µl
Half Term Polymerase-Puffer 5 µl
Sequenzierungsprimer, 15 mM 1 µl
Plasmid-Lösung entsprechend 800 ng
dest. Wasser auffüllen auf 20 µl

Die Sequenzen der zur Sequenzierung verwendeten Primer wurden mit dem Programm

Primer3 (Rozen und Skaletsky, 2000) erstellt und lauteten:

Name Sequenz (5’→3’)

pGEM-T sense GAC GTT GTA AAA CGA CGG CCA GTG

pGEM-T antisense GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC

Folgendes Temperaturprogramm wurde für die Sequenzierung verwendet:

95◦C 10 sec
25x 50◦C 5 sec

60◦C 4 min

Hold 4◦C

Die Sequenzieransätze wurden mit dem Dye Ex 2.0-Kit (Qiagen) nach Angaben des Her-

stellers aufgereinigt; dabei erfolgte eine Zentrifugation mit 2800 Upm in einer Eppendorf-

Tischzentrifuge für drei Minuten. Die Proben wurden anschließend in einer SpeedVac-Zen-

trifuge getrocknet und im UKE-Servicelabor sequenziert.

3.11. Calcium-Messungen in T-Lymphocyten

3.11.1. Messung der intrazellulären Calcium-Konzentration in Gegenwart von
extrazellulärem Calcium

Jurkat T-Lymphocyten (2.4·107) wurden pelletiert (alle folgenden Zentrifugationen für 4 min

bei 138 g und 23◦C), mit 10 ml Extrazellulär-Puffer B gewaschen und erneut pelletiert. Da-

nach wurden die Zellen in 1 ml Extrazellulär-Puffer B resuspendiert und für 30 min mit 4 µM

Fura-2/AM bei 37◦C unter Lichtschutz beladen. Nach Ende der Inkubation wurden die

Zellen pelletiert, erneut mit 10 ml Extrazellulär-Puffer B gewaschen, abzentrifugiert und in

12 ml des gleichen Puffers aufgenommen. Bis zur Messung wurden die Zellen in Aliquots

von 2 ml im Dunkeln aufbewahrt. Unmittelbar vor der Messung wurde ein Aliquot (4 · 106

Zellen) pelletiert, mit 2 ml Extrazellulär-Puffer B gewaschen, erneut abzentrifugiert und in

2 ml Extrazellulär-Puffer B resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine Quarzküvette
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überführt, und [Ca2+]i in einem Hitachi F-2000 Spektrofluorimeter bei Raumtemperatur un-

ter kontinuierlichem Rühren gemessen. Die Fluoreszenzanregung erfolgte abwechselnd bei

340 und 380 nm und die Emission wurde bei 510 nm aufgenommen. 200 sec nach Beginn

der Messung wurden die Zellen durch Zugabe von ConA (in Extrazellulär-Puffer B, End-

konzentration 100 µg/ml) stimuliert. Die Kalibrierung von [Ca2+]i wurde durch Zugabe von

0.1% Triton X-100 zur Bestimmung des maximalen Fluoreszenz-Ratios und 8 mM EGTA,

60 mM Tris/HCl, pH7.4 zur Bestimmung des minimalen Fluoreszenz-Ratios durchgeführt.

Die [Ca2+]i-Werte wurden mit der Software F-2000 Intracellular Cation Measurement Sy-

stem (Hitachi) nach Grynkiewicz et al. (1985) ermittelt.

3.11.2. Direkte Quantifizierung des Calcium-Einstroms

Um den Ca2+-Einstrom direkt zu messen, wurde ein Protokoll verwendet, bei dem T-

Lymphocyten in Abwesenheit von extrazellulärem Ca2+ stimuliert werden und nach Frei-

setzung von Ca2+ aus den intrazellulären Speichern Ca2+ in den Extrazellulärraum zuge-

geben wird (verändert nach Zhu et al. (1998)). Die Beladung der Zellen mit Fura-2 er-

folgte auf die gleiche Weise wie in Abschnitt 3.11.1 beschrieben. Hier wurde vor Beginn

jeder Messung ein Aliquot von 4 · 106 Zellen abzentrifugiert (alle folgenden Zentrifugatio-

nen für 4 min bei 138 g und 23◦C), mit 2 ml des nominell Ca2+-freien Extrazellulär-Puffers

C gewaschen, erneut pelletiert und zur Messung in 2 ml Extrazellulär-Puffer C resuspen-

diert. In manchen Versuchen wurden die Zellen vor der Messung (in Extrazellulär-Puffer

B) für 20 min mit 100 µM 3GA, für 30 min mit 200 nM ara-F-NAD (Nicotinamid-2’-desoxy-

2’-fluoroarabinosid-adenindinucleotid) inkubiert, oder 1 µM PP2 (Calbiochem) wurde 5 min

vor der Messung zugesetzt. Die Messung von [Ca2+]i wurde wie in Abschnitt 3.11.1 beschrie-

ben durchgeführt. Zur Messung des Einstroms von Ca2+ nach Stimulation mit ConA (in

Extrazellulär-Puffer C, Endkonzentration 100 µg/ml) oder Thapsigargin (in DMSO, End-

konzentration 100 nM) wurde 400 sec nach Stimulation CaCl2 (in Wasser, Endkonzentration

1.35 mM) zugegeben. Bei einigen Versuchen wurden unterschiedliche Konzentrationen an

GdCl3 (in Wasser, Endkonzentration 10 nM bis 10 µM) 100 sec vor der Zugabe von Ca2+

zugegeben. Die Kalibrierung wurde wie in Abschnitt 3.11.1 beschrieben durchgeführt. Zur

Auswertung wurden die Differenzen in den [Ca2+]i-Werten direkt vor der Zugabe von Ca2+

und 600 sec danach ermittelt.

3.11.3. Indirekte Quantifizierung des Calcium-Einstroms

Zur indirekten Bestimmung des Ca2+-Einstrom durch Mangan-Quenching (Kass et al., 1990;

Glennon et al., 1992; Shibuya und Douglas, 1992) wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.11.2

beschrieben mit Fura-2 beladen, mit dem nominell Ca2+-freiem Extrazellulär-Puffer C gewa-

schen und im gleichen Puffer aufgenommen. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte am isos-

bestischen Punkt von Fura-2 (Grynkiewicz et al., 1985) mit einer Excitation von 360 nm und

einer Emission von 510 nm. Die Fura-2-Fluoreszenz nach Zugabe von 15 µM MnCl2 wurde



3. Material und Methoden 44

auf den Startwert der Fluoreszenz normiert (F/F0) und die initiale Verminderung der Fluo-

reszenz zum Zeitpunkt der Mn2+-Zugabe durch Regressionsanalysen ermittelt. Dazu wurde

eine lineare Regression vor Zugabe von Mn2+ und eine exponentiell abfallende Regression

nach Zugabe von Mn2+ durchgefürt (SigmaPlot). Abschließend wurden die Steigungen vor

der Zugabe von Mn2+ von den initialen Steigungen nach Mn2+-Zugabe subtrahiert.

3.12. Zellzahl-Bestimmung bei Behandlung von T-Zellen mit

Concanavalin A

Zur Untersuchung der Wirkung von ConA auf T-Lymphocyten wurden Jurkat-Zellen ge-

zählt, pelletiert (4 min, 138 g, 23◦C) und mit einer Dichte von 1.5 · 106 Zellen/ml in vor-

gewärmtem RPMI 1640-Medium ohne Zusätze (serumfreies Medium, SFM) resuspendiert.

Von dieser Suspension wurden 50 µl in jede Vertiefung einer Rundboden-Mikrotiter-Platte für

Suspensionskultur-Zellen gegeben, so daß jeweils 7.5 ·104 Zellen enthalten waren. Die Vertie-

fungen wurden dann mit 25 µl 3GA-Lösungen unterschiedlicher Konzentration (90− 900 µM

in SFM, Endkonzentration 30 − 300 µM) versetzt und die Ansätze für 30 min im CO2-

Brutschrank inkubiert. Danach wurden jeweils 25 µl ConA-Lösung (400 µg/ml in SFM,

Endkonzentration 100 µg/ml) oder eine Vehikel-Kontrolle zugegeben. Nach weiteren 15 min

Inkubation im CO2-Brutschrank wurden in jede Vertiefung 25 µl komplettes RPMI-Medium

(siehe Abschnitt 3.5) gegeben. Drei Stunden nach Zugabe der ConA-Lösung wurden die

Inhalte der Vertiefungen durch mehrmaliges Pipettieren gründlich durchmischt und die Zell-

zahlen mit dem CASY TT1-Zähler wie in Abschnitt 3.5 beschrieben bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1. Entwicklung eines analytischen Systems zur Quantifizierung

intrazellulärer NAADP-Konzentrationen

NAADP wurde erstmals vor mehr als 10 Jahren als Botenstoff zur Ca2+-Freisetzung aus in-

trazellulären Speichern in Homogenaten aus Seeigel-Eiern beschrieben (Clapper et al., 1987;

Lee und Aarhus, 1995). Trotzdem ist bisher nur wenig bekannt über die in Zellen von

Säugern vorliegenden NAADP-Konzentrationen oder eine eventuelle stimulationsabhängige

Änderung. Ein natürliches Vorkommen von NAADP in tierischen Zellen wurde erstmals in

Seeigelei-Spermien beschrieben, wobei eine überraschend hohe Konzentration im mikromo-

laren Bereich gefunden wurde (Billington et al., 2002). Dabei handelt es sich aber vermut-

lich um einen Sonderfall, weil nach den Dosis-Wirkungs-Beziehungen in anderen Zell-Typen

(Übersicht in Patel et al. (2001) und Cancela et al. (2003)) deutlich geringere zelluläre

NAADP-Konzentrationen zu erwarten sind. In T-Lymphocyten z. B. sind niedrige nanomo-

lare Konzentrationen zur Erzeugung globaler Ca2+-Signale ausreichend (Berg et al., 2000).

Daher ist ein hochempfindliches Nachweis-Verfahren notwendig, um mit einer vertretbaren

Menge an Zellen als Ausgangsmaterial NAADP direkt quantifizieren zu können.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei Strategien verfolgt, um einen Assay zur

Quantifizierung nanomolarer NAADP-Konzentrationen zu entwickeln:

1. Erhöhung der Nachweisempfindlichkeit durch Erzeugung fluoreszierender Derivate von

NAADP. Diese sollten dann nach Auftrennung durch RP-HPLC mittels Fluoreszenz-

Detektion quantifiziert werden.

2. Entwicklung eines mehrstufigen Enzym-Assays, bei dem NAADP zuerst zu NADP

umgesetzt wird. Danach wird in einer zyklischen Reaktionsfolge unter Beteiligung von

NADP als enzymatischem Co-Faktor ein fluoreszierendes Produkt gebildet, so daß es

zu einer starken Amplifikation des Ausgangssignals kommt.

4.1.1. HPLC-basierte Analytik von NAADP

NAADP kann, wie für andere Nucleotide beschrieben (Werner, 1993), durch RP-HPLC un-

ter Verwendung einer C18-Säule aufgetrennt und durch seine UV-Absorption nachgewiesen

werden. Analytische HPLC in Verbindung mit UV-Detektion hat für Nucleotide und deren

Derivate typischerweise ein Detektionslimit im Bereich von 5−10 pmol (Werner, 1993; da Sil-

va et al., 1998a). Zur Quantifizierung zellulärer NAADP-Mengen bei einer angenommenen
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Konzentration in unteren nanomolaren Bereich ist bei der Verwendung von maximal 109

T-Lymphocyten (entspricht einem Volumen von 1 l Zellsuspension) aber ein Detektionslimit

von 200 fmol notwendig. Aus diesem Grund wurde versucht, die Empfindlichkeit der Detek-

tion durch Einführung einer fluoreszierenden Gruppe in das NAADP-Molekül zu erhöhen.

Durch HPLC in Verbindung mit Fluoreszenz-Detektion ist der Nachweis von fmol-Mengen

von Nucleotiden und anderen Verbindungen möglich (Ohkura et al., 1994). Dabei wurde auf

zwei Arten versucht, fluoreszierende NAADP-Derivate zu erzeugen: (i) Durch Derivatisie-

rung von NAADP mit Naphthalen-dicarboxoaldehyd (NDA), und (ii) durch Derivatisierung

von NAADP mit Chloroacetaldehyd (CAA). Mit dem erstgenannten Reagenz konnten keine

fluoreszierenden NAADP-Derivate erzeugt werden (Daten nicht dargestellt). Dagegen war es

durch Umsetzung von NAADP mit CAA möglich, eine 1,N 6-Etheno-(1,N 6-ε)-Gruppe (eine

Ethenbrücke zwischen den Positionen 1 und N 6 des Adenin-Ringsystems, siehe Abb. 4.3,

Seite 48) in das Molekül einzufügen und durch die entstandene Fluoreszenz die Nachweis-

empfindlichkeit deutlich zu steigern.

4.1.1.1. Derivatisierung von NAADP mit Chloroacetaldehyd

Zuerst wurde untersucht, ob sich 1, N 6-ε-Derivate grundsätzlich per RP-HPLC auftrennen

und durch Fluoreszenz-Detektion nachweisen lassen.

Abb. 4.1 stellt die Auftrennung von 1, N 6-ε-derivatisierten Adenin-haltigen Nucleosiden

und Nucleotiden per RP-HPLC mit einer C18-Säule in Gegenwart eines Ionenpaar-Reagenzes

dar. Als Laufpuffer wurde eine Kalium-Phosphat-Lösung mit einem pH-Wert von 6.0 ver-

wendet, und die Elution erfolgte durch einen ansteigenden Methanol-Gradienten (dargestellt
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Abbildung 4.1: Auftrennung der 1, N6-ε-Derivate von Adenin-Nucleotiden und -Nucleo-
siden durch RP-HPLC. Jeweils 500 pmol 1, N 6-ε-Adenosin (1, N6-ε-Ado), 1, N6-ε-AMP, 1, N6-
ε-ADP, 1, N6-ε-NAD und 1, N6-ε-NADP wurden mittels RP-HPLC mit einer C18-Säule (Multohyp
BDS C18, 5 µm Partikelgröße) mit dem Programm NAADP2.PGM aufgetrennt, wobei ein ansteigen-
der Methanol-Gradient verwendet wurde (dargestellt Abb. 4.2). Die Detektion erfolgte durch Fluo-
reszenzmessung (Excitation 300 nm, Emission 410 nm). Bei den in der Vergrößerung dargestellten
Peaks handelt es sich um (1) 1, N6-ε-NAD, (2) 1, N6-ε-ADPR, (3) 1, N6-ε-NADP und (4) 1, N6-ε-2’-
Phospho-ADPR, die z. T. Verunreinigungen der verwendeten Standard-Substanzen darstellten.



4. Ergebnisse 47

Retentionszeit (min)

0 5 10 15 20 25

%
 P

uf
fe

r 
B

2

30

40

50

60

70

80
F

lu
or

es
ze

nz
 (

m
V

)

0

20

40

60

80

1,N6-ε-NAADP

Abbildung 4.2: HPLC-Analyse von 1, N6-ε-NAADP. 1 nmol NAADP (rote Kurve) bzw. Was-
ser als Vehikel-Kontrolle (blaue Kurve) wurde mit Chloroacetaldehyd in Citrat-Phosphat-Puffer bei
pH4.0 und 80◦C für 40 min in einem Volumen von 1 ml umgesetzt. Danach wurden jeweils 100 µl
des Reaktionsgemisches per RP-HPLC mit einer C18-Säule (Multohyp BDS C18, 5 µm Partikelgröße)
mit dem Programm NAADP2.PGM aufgetrennt, wobei ein ansteigender Anteil an Puffer B2 verwen-
det wurde (gestrichelte Kurve). Die Detektion erfolgte durch Messung der Fluoreszenz (Excitation
300 nm, Emission 410 nm).

in Abb. 4.2). Aus dem in Abb. 4.1 abgebildeten Chromatogramm läßt sich erkennen, daß

1, N6-ε-Derivate mittels RP-HPLC trennbar waren, wobei die Fluoreszenz der Verbindungen

zur Detektion verwendet werden konnte.

Nachdem festgestellt worden war, daß eine Auftrennung von 1, N 6-ε-Derivaten mit dem

in Abb. 4.1 dargestellten HPLC-System grundsätzlich möglich war, wurde untersucht, ob

NAADP mit CAA unter den Bedingungen, die für die Derivatisierung anderer Adenin-

haltiger Verbindungen beschrieben sind (Ohkura et al., 1994), zu einem fluoreszierenden

Produkt reagiert. Abb. 4.2 zeigt, daß es bei der Inkubation von NAADP mit CAA bei ei-

nem sauren pH-Wert und bei einer Temperatur von 80◦C zur Bildung eines fluoreszierenden

Produktes kam, während bei einer Vehikelkontrolle ohne NAADP keine Fluoreszenz auftrat.

Bei der Inkubation von NAADP mit CAA hat daher offensichtlich die Reaktion stattge-

funden, die in der Literatur (Ohkura et al., 1994) für die Derivatisierung von Adenin-Resten

mit CAA beschrieben ist (siehe Abb. 4.3, Seite 48).

Bei der 1, N6-ε-Gruppe handelt es sich um ein relativ schwaches Fluorophor mit gerin-

ger Quantenausbeute (Leonard, 1993). Durch Derivatisierung von NAADP mit CAA ließen

sich Mengen von 100 pmol (wie in Abb. 4.2 dargestellt) gut nachweisen, allerdings betrug

das Detektionslimit unter diesen Bedingungen etwa 5 pmol, was für die Analytik zellulä-

rer NAADP-Mengen nicht ausreichend war. Daher wurde nun die Empfindlichkeitseinstel-

lung des Fluoreszenz-Detektors erhöht. Dabei kam es zu einem störenden Einfluß des

Methanol-Gradientes, vermutlich durch Verunreinigungen im verwendeten Methanol. Um

dieses Problem zu umgehen, wurde im folgenden versucht, ein HPLC-Programm mit iso-

kratischer Elution, d. h. mit konstantem Methanol-Gehalt zu entwickeln. Desweiteren wur-



4. Ergebnisse 48

ClCH2CHO

NAADP

1,N
6
-Etheno-NAADP

pH 4.0, 80°C, 40 Minuten

H2O + HCl

H

CH2
O

P
O

P
O

OH OH

O O

CH2

N

N N

N

NH2

O

OOH

P OHHO

O

O

OH O

N

COOH

H

CH2
O

P
O

P
O

OH OH

O O

CH2

N

N N

O

OOH

P OHHO

O

O

OH O

N

COOH

N

N

Abbildung 4.3: Reaktion von NAADP mit Chloroacetaldehyd zu 1, N 6-ε-NAADP. Wie für
andere Verbindungen mit Adenin-Resten beschrieben (Ohkura et al., 1994), entsteht durch Umsetzung
von NAADP mit Chloroacetaldehyd bei saurem pH-Wert und hoher Temperatur 1, N 6-ε-NAADP, das
sich aufgrund seiner Fluoreszenz detektieren läßt.
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Abbildung 4.4: HPLC-Analyse von 1, N6-ε-NAADP unter isokratischen Bedingungen.
10 pmol NAADP (rote Kurve) bzw. Wasser als Vehikel-Kontrolle (blaue Kurve) wurden mit Chloro-
acetaldehyd in Citrat-Phosphat-Puffer bei pH4.0 und 80◦C für 40 min in einem Volumen von 1 ml
umgesetzt. Danach wurden jeweils 100 µl des Reaktionsgemisches per RP-HPLC mit einer C18-Säule
(Multohyp BDS C18, 5 µm Partikelgröße) mit dem Programm NAADP12.PGM aufgetrennt, wobei ein
konstantes Gemisch von 48% Puffer A1 und 52% Puffer B1 verwendet wurde. Die Detektion erfolgte
durch Messung der Fluoreszenz (Excitation 271 nm, Emission 404 nm).



4. Ergebnisse 49

den die Wellenlängen für die Detektion der 1, N 6-ε-Derivate durch Messungen mit einem

Fluoreszenz-Photometer in den für die HPLC verwendeten Puffern optimiert. Um eine

Elution des 1, N6-ε-NAADP sicherzustellen, wurde bei dem isokratischen HPLC-Programm

NAADP12.PGM die Konzentration des Ionenpaar-Reagenzes TBAHP von 5 mM auf 2 mM

reduziert. In Abb. 4.4 auf Seite 48 ist dargestellt, daß es unter diesen Bedingungen mög-

lich war, NAADP-Mengen von 10 pmol mit CAA zu derivatisieren und 1 pmol aus diesen

Ansätzen nachzuweisen.

4.1.1.2. Optimierung der Derivatisierungsbedingungen

Um die Empfindlichkeit des Nachweises von NAADP durch Umsetzung mit CAA weiter zu

erhöhen, wurden die Reaktionsbedingungen für die Derivatisierungsreaktion optimiert, und

zwar in der Reihenfolge pH-Wert, Temperatur und Dauer. Außerdem wurden zusätzlich

zu der bisher verwendeten Puffer-Lösung aus Citrat und Natrium-Phosphat andere Puffer-

Systeme (z. B. Natriumacetat) getestet, die sich aber als schlechter geeignet herausstellten.
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Abbildung 4.5: Temperatur-Optimierung der Derivatisierungsreaktion von NAADP mit
Chloroacetaldehyd. 100 pmol NAADP wurden mit 10 µl 45%iger CAA-Lösung in einem Reak-
tionsvolumen von 1 ml bei den angegebenen Temperaturen und einem pH-Wert von 4.0 für 40 min
inkubiert. Jeweils 100 µl der Reaktionsansätze wurden wie in der Legende zu Abb. 4.4 beschrieben
durch RP-HPLC unter isokratischen Bedingungen aufgetrennt. Die roten Chromatogramme stellen
die Reaktionen mit NAADP dar, die Vehikel-Kontrollen ohne NAADP sind blau dargestellt.
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In Abb. 4.5 auf Seite 49 ist exemplarisch die Optimierung der Temperatur der Derivati-

sierungsreaktion dargestellt. Dabei wurde deutlich, daß es bei Erhöhung der Temperatur zu

einer besseren Ausbeute der Reaktion kam (die Menge an 1, N 6-ε-NAADP stieg an), daß

aber andererseits auch vermehrt unspezifische Nebenprodukte entstanden (siehe Peaks mit

Retentionszeiten von 13, 17.5 und 22 Minuten in Abb. 4.5).

Eine Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde nacheinander für die drei Parameter

pH-Wert, Temperatur und Dauer durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in

Abb. 4.6 dargestellt. Als optimal wurde ein pH-Wert von 4.0, eine Temperatur von 90◦C

und eine Reaktionsdauer von 20 min gefunden, weil unter diesen Bedingungen einerseits die

Ausbeute an gebildetem 1, N 6-ε-NAADP befriedigend war, andererseits aber nur eine geringe

Bildung unspezifischer Nebenprodukte stattfand.

Nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen für die Umsetzung von NAADP mit

CAA wurde eine Kalibrierung durchgeführt, um das Detektionslimit dieser Nachweisme-

thode für NAADP zu bestimmen. Dazu wurden unterschiedliche NAADP-Stoffmengen mit

CAA umgesetzt, per isokratischer RP-HPLC (Programm NAADP12.PGM) mit Fluoreszenz-

Messung detektiert, und die Flächen der 1, N 6-ε-NAADP-Peaks quantifiziert.
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Abbildung 4.6: Optimierung der Reaktionsbedingungen für die Derivatisierung von
NAADP mit Chloroacetaldehyd. 100 pmol NAADP wurden mit 10 µl 45%iger CAA-Lösung in
einem Reaktionsvolumen von 1 ml umgesetzt. Nach Ende der Reaktion wurden 100 µl der Ansätze per
RP-HPLC unter isokratischen Bedingungen mit dem Programm NAADP12.PGM wie in Abb. 4.4 dar-
gestellt aufgetrennt und die Flächen der 1, N 6-ε-NAADP-Peaks durch Integration bestimmt (n = 3,
Mittelwerte±SEM). (A) Die Ansätze wurden bei unterschiedlichen pH-Werten für 40 min bei 80◦C
inkubiert. (B) Die Ansätze wurden bei unterschiedlichen Temperaturen für 40 min bei einem pH-Wert
von 4.0 inkubiert. (C) Die Ansätze wurden für unterschiedlich lange Zeiten bei einem pH-Wert von
4.0 und 90◦C inkubiert.
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Abbildung 4.7: HPLC-Analysen zur Kalibrierung der NAADP-Derivatisierung mit
Chloroacetaldehyd. Unterschiedliche Mengen NAADP wurden mit CAA nach den optimierten De-
rivatisierungsbedingungen in einem Volumen von 1 ml umgesetzt. 100 µl der Reaktionsansätze wurden
wie in der Legende zu Abb. 4.4 angegeben unter isokratischen Bedingungen per RP-HPLC aufgetrennt.
Die angegebenen NAADP-Mengen beziehen sich auf 100 µl Lösung aus den Derivatisierungsansätzen.

In Abb. 4.7 sind beispielhaft HPLC-Chromatogramme dargestellt, die bei Derivatisierung

unterschiedlicher NAAPD-Mengen mit CAA unter den optimierten Reaktionsbedingungen

erhalten wurden. Es ist erkennbar, daß noch bei NAADP-Mengen von 500 fmol (grüne

Kurve) ein Peak von 1, N 6-ε-NAADP entstand, der in der Vehikelkontrolle (blaue Kurve)

nicht vorhanden war.

Wie in Abb. 4.8 dargestellt ist, ergab sich eine lineare Beziehung zwischen der einge-

setzten NAADP-Menge und der ermittelten Fäche der 1, N 6-ε-NAADP-Peaks. Bei einem

Signal/Rausch-Verhältnis von ≥ 3 betrug das Detektionslimit 500 fmol.

Der Ansatz, zelluläre NAADP-Mengen durch Fluoreszenzderivatisierung und Analyse der

Derivate durch RP-HPLC zu quantifizieren, wurde an dieser Stelle der Versuche beendet, weil

keine ausreichende Empfindlichkeit zur Quantifizierung endogener NAADP-Mengen erreicht

werden konnte.
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Abbildung 4.8: Kalibrierung der NAADP-Derivatisierung mit Chloroacetaldehyd. Un-
terschiedliche Mengen NAADP wurden mit CAA nach den optimierten Derivatisierungsbedingungen
umgesetzt, wie in Abb. 4.7 dargestellt analysiert und die Flächen der 1, N 6-ε-NAADP-Peaks integriert.
Durch lineare Regressionsanalyse wurde eine Korrelation (n = 3, Mittelwerte±SD, R2

= 0.9949)
zwischen der eingesetzten NAADP-Menge (in 100 µl des Reaktionsansatzes enthalten) und der Peak-
Fläche festgestellt.
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4.1.2. Entwicklung eines gekoppelten Enzym-Assays zur Quantifizierung
geringer NAADP-Mengen

Wie in Abschnitt 4.1.1 beschrieben, genügte die durch Fluoreszenz-Derivatisierung erreich-

bare Empfindlichkeit offensichtlich nicht, um damit eine Quantifizierung zellulärer NAADP-

Mengen bei Einsatz vertretbarer Zellmengen (d. h. maximal 109 T-Lymphocyten) durchzu-

führen. Daher wurde ein Enzym-Assay zum Nachweis von NAADP etabliert, bei dem es

zur Bildung eines fluoreszierenden Produktes aus einem nicht fluoreszierenden Substrat in

Abhängigkeit von der eingesetzen NAADP-Menge kam. Solche Assays wurden bereits in

einfacherer Form zur Quantifizierung von NAD (Kato et al., 1973) sowie NADP (Stephon

et al., 1992) beschrieben.

4.1.2.1. Prinzip des NAADP-Assays

Der zur Quantifizierung von NAADP entwickelte Assay besteht aus drei Teilreaktionen. Ein

Schema der Reaktionen und der beteiligen Enzyme ist in Abb. 4.9 dargestellt.

Bei der ersten Reaktion wird NAADP durch die ADP-Ribosylcyclase aus Aplysia califor-

nica in Gegenwart eines hohen Überschusses an Nicotinamid und bei einem sauren pH-Wert

zu NADP umgesetzt. Bei dieser Reaktion handelt es sich um die Umkehrung der enzymati-

schen Bildung von NAADP aus NADP (Aarhus et al., 1995). Das in dieser Reaktion gebildete

Abbildung 4.9: Schematische Darstellung des Enzym-Assays zur Messung von NAADP.
In der ersten Reaktion des Assays (oberer Abschnitt) wird NAADP durch eine ADP-Ribosylcyclase
aus Aplysia californica in Gegenwart eines hohen Überschusses an Nicotinamid zu NADP umgesetzt.
Dieses durchläuft eine enzymatische Amplifikations-Reaktion, bei der das gebildete NADP zu NADPH
reduziert und anschließend wieder zu NADP re-oxidiert wird (rechter Abschnitt). Unter Verbrauch
von Glucose-6-Phosphat wird bei der Re-Oxidation von NADPH zu NADP in der Indikator-Reaktion
(linker Abschnitt) der Farbstoff Resazurin zu Resorufin umgesetzt, dessen Fluoreszenz quantifiziert
wird. Es kommt zu einer starken Amplifikation des Signals, weil ein Molekül NADP durch mehrfaches
Durchlaufen des Kreislaufs viele Moleküle Resorufin erzeugen kann. Die drei beteiligten Enzyme sind
in rot dargestellt.
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NADP durchläuft danach einen enzymatischen Zyklus aus zwei Reaktionen (Amplifikations-

Zyklus). In der ersten Reaktion wird NADP zu NADPH reduziert, wobei das Enzym Glucose-

6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) Glucose-6-Phosphat zu 6-Phospho-glucono-δ-lacton

oxidiert. Das dabei gebildete NADPH wird anschließend enzymatisch durch Diaphorase zu

NADP re-oxidiert, wobei das Enzym gleichzeitig die Indikator-Reaktion katalysiert, bei der

das nicht fluoreszierende Substrat Resazurin zum fluoreszierenden Farbstoff Resorufin re-

duziert wird. Durch den enzymatischen Kreislauf unter Regeneration von NADP kann ein

Molekül NADP die Bildung vieler Moleküle Resorufin auslösen, so daß es zu einer starken

Verstärkung des ursprünglichen Signals kommt.

Die Entwicklung des beschriebenen Assays gliederte sich in mehrere Schritte: Zuerst wurde

die Amplifikations-Reaktion etabliert, wobei besonders die Reinheit der verwendeten Enzyme

für einen geringen unspezifischen Hintergrund der Amplifikations-Reaktion entscheidend war.

Danach wurde geprüft, ob sich die enzymatische Bildung von NAADP aus NADP durch

die ADP-Ribosylcyclase unter geeigneten Reaktionsbedingungen umkehren läßt. Schließlich

wurde eine Methode zur Extraktion und Reinigung von Nucleotiden aus Zellen entwickelt,

und mit einer enzymatischen Behandlung zur Entfernung von endogenem NADP aus den

Zellextrakten kombiniert.

4.1.2.2. Etablierung der Amplifikations- und Indikator-Reaktion

Zur Etablierung der Indikator- und der Amplifikationsreaktionen wurde ein Versuchsansatz

verwendet, in dem außer den beiden Enzymen G6P-DH und Diaphorase Nicotinamid, Flavin-

Mononucleotid, Glucose-6-Phosphat und BSA in Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 8.0

enthalten waren.
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Abbildung 4.10: Anstieg der Fluoreszenz bei der Amplifikationsreaktion in Gegenwart
von NADP. Reaktionsansätze der Amplifikationsreaktion wurden in Gegenwart von 10 nM NADP
(blaue Symbole) oder in Abwesenheit von NADP (rote Symbole) bei 23◦C inkubiert, und die Fluores-
zenz (Excitation 544 nm, Emission 590 nm) zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt. Dabei wurden
entweder (A) nicht vorgereinigte Enzyme verwendet, oder (B) Enzyme nach Reinigung mit aktivier-
ter Aktivkohle. Die Fluoreszenzwerte wurden jeweils auf die am Anfang gemessenen Werte normiert
(n = 3, Mittelwerte±SD). Man beachte, daß es bei Verwendung der nicht gereinigten Enzyme (A)
auch in Abwesenheit von NADP zu einem deutlichen Anstieg in der Fluoreszenz kam, während bei
Verwendung der gereinigten Enzyme keine Fluoreszenz-Zunahme in der Kontrolle auftrat.
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In Abb. 4.10 auf Seite 53 sind zwei Versuche dargestellt, bei denen die Entwicklung der

Fluoreszenz über die Zeit verfolgt wurde. Daraus ist ersichtlich, daß bei der Verwendung

käuflicher Enzym-Präparationen, die vor dem Versuch nicht weiter gereinigt wurden, ein

deutlicher Anstieg in der Fluoreszenz-Intensität auch in der Vehikel-Kontrolle in Abwesen-

heit von NADP auftrat (Abb. 4.10 A, rote Symbole). Deswegen wurden die Enzyme durch

Behandlung mit aktivierter Aktivkohle in Gegenwart von BSA vorgereinigt, um so Kon-

taminationen in den Enzym-Lösungen zu entfernen, und der gleiche Versuch dann erneut

durchgeführt (Abb. 4.10 B). Es ist ersichtlich, daß nach dieser Enzym-Reinigung in der

Kontrolle ohne NADP kein Hintergrund-Anstieg mehr in der Fluoreszenz auftrat.

4.1.2.3. Umsetzung von NAADP zu NADP

Die Möglichkeit zur Umsetzung von NAADP zu NADP ist essentiell zur Etablierung eines

Assays, der NAADP als NADP durch eine zyklische Enzym-Reaktion nachweisen soll. Es ist

bekannt, daß die ADP-Ribosylcyclase aus Aplysia californica eine Basenaustauschreaktion

katalysiert, bei der NADP bei niedrigem pH-Wert und in Gegenwart hoher Konzentrationen

an Nicotinsäure zu NAADP umgesetzt wird (Aarhus et al., 1995). Ziel dieser Versuche war

es zu testen, ob sich die bekannte enzymatische Reaktion der ADP-Ribosylcyclase unter

geeigneten Reaktionsbedingungen umkehren läßt.

Dabei wurde NAADP mit einer hohen Konzentration Nicotinamid in Gegenwart der ADP-

Ribosylcyclase in Natriumacetat-Puffer (pH-Wert 4.5) bei unterschiedlichen Temperaturen

(10◦C und Raumtemperatur) inkubiert. Alle 30 Minuten wurden Aliquots der Reaktionen

entnommen, das Protein durch Aceton-Fällung entfernt, die Überstände per RP-HPLC auf-

getrennt und die Menge an nicht umgesetzem NAADP quantifiziert. Hierbei ergab sich,

daß es bei Raumtemperatur zu einer zeitabhängigen Umwandlung von NAADP zu NADP

kam, während bei 10◦C keine Verminderung der NAADP-Menge auftrat. Bei der Reaktion

entstand außer NADP als Hauptprodukt auch eine kleine Menge eines Nebenproduktes, bei

dem es sich vermutlich um 2’-Phospho-ADPR handelte (nicht dargestellt).

Nachdem durch diese Versuche gezeigt werden konnte, daß die ADP-Ribosylcyclase prin-

zipiell die Umsetzung von NAADP zu NADP katalysieren kann, wurde diese Reaktion mit

dem zuvor etablierten Amplifikationszyklus gekoppelt. Dabei war es notwendig, die Reak-

tionsbedingungen der Umsetzung von NAADP zu NADP erneut umfangreich zu optimie-

ren, wobei unter anderem verschiedene Puffer (MES, MOPS, PIPES, Tris/HCl und Na-

triumphosphat bei unterschiedlichen pH-Werten) getestet wurden. Außerdem wurden die

Nicotinamid-Konzentration, die Menge an eingesetzter ADP-Ribosylcyclase, die Tempera-

tur und die Inkubationsdauer optimiert (Daten nicht dargestellt). Bei diesen Versuchen

wurden folgende Bedingungen als optimal für die Umsetzung von NAADP zu NADP gefun-

den: Zu den Proben mit einem Volumen von 200 µl wurden 11 µl einer Lösung mit 0.55 M

Nicotinamid, 36 mM Natriumacetat, pH4.2 und 9.1 µg/ml ADP-Ribosylcyclase gegeben, und

die Ansätze für 60 min bei 23◦C inkubiert.
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Abbildung 4.11: Kalibrierung des NAADP-Assays. Unterschiedliche Mengen NAADP (Anga-
ben pro Vertiefung in einer Mikrotiterplatte) wurden mit dem enzymatischen NAADP-Assay analy-
siert. Die Reaktionsansätze wurden für 12 Stunden bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert,
und die Differenz in der Fluoresenz (Excitation 544 mn, Emission 590 nm) zwischen Ende und Start
der Reaktion berechnet. Eine Regressionsanalyse zeigte eine lineare Korrelation zwischen der einge-
setzen NAADP-Menge und der Fluoreszenz-Differenz (n = 3, Mittelwerte±SD, R2

= 0.9993). (A)
Darstellung aller gemessenen Werte im Bereich von 10 fmol bis 2.5 pmol NAADP. (B) Vergrößerung
der Werte im Bereich ≤ 250 fmol NAADP. Die abgebildeten Regressions-Geraden in (A) und (B)
stimmen überein.

Nach Abschluß der Optimierung wurde eine Kalibrierung des enzymatischen Assays mit

NAADP-Standards durchgeführt, die in Abb. 4.11 dargestellt ist. Dabei ergab sich eine linea-

re Korrelation zwischen der eingesetzten NAADP-Menge und der Zunahme der Fluoreszenz

innerhalb von 12 Stunden nach dem Start der Amplifikationsreaktion. Das Detektionslimit

betrug 25 fmol NAADP bei einem Signal/Rausch-Verhältnis ≥ 3.

4.1.2.4. Enzymatischer Abbau von NADP durch eine NAD-Glycohydrolase aus

Neurospora crassa

Um mit dem entwickelten enzymatischen Assay zelluläre NAADP-Konzentrationen quanti-

fizieren zu können, ist es entscheidend, daß in den dazu verwendeten Proben kein NADP

enthalten ist. Dieses würde durch den Assay auch detektiert werden und so die ermittelte

Menge an NAADP fälschlicherweise erhöhen. Zur Entfernung von endogenem NADP wur-
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de deshalb ein Verfahren entwickelt, bei dem eine aus dem Pilz Neurospora crassa isolierte

NAD-Glycohydrolase (NADase) verwendet wurde. Diese ist nicht nur fähig, NAD zu ADPR

und Nicotinamid zu hydrolysieren, sondern kann auch verwendet werden, um NADP zu

2’-Phospho-ADPR und Nicotinamid zu spalten (Abb. 4.12).

Die Gleichgewichtskonstante der in Abb. 4.12 dargestellten Reaktion ist nicht bekannt.

Im ungünstigsten Fall war daher davon auszugehen, daß sich auch durch den enzymatischen

Verdau NADP nicht vollständig aus dem Probenmaterial entfernen läßt. Deswegen wurde

folgendes Verfahren angewendet, um die ermittelten Fluoreszenzwerte um diesen NADP-

Hintergrund zu korrigieren: Alle Proben wurden nach dem oben beschriebenen NADase-

Verdau entweder (i) mit ADP-Ribosylcyclase inkubiert, um so die Umwandlung von NAADP

in NADP durchzuführen, oder (ii) in der gleichen Reaktionslösung aber ohne das Enzym.

Anschließend wurde die enzymatische Amplifikationsreaktion ausgeführt und die Fluores-

zenz in beiden Ansätze bestimmt (diese Messungen wurden immer als Triplikat-Messungen
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Abbildung 4.12: Abbau von NADP durch eine NAD-Glycohydrolase aus Neurospora

crassa. Die N-glycosidische Bindung zwischen der Nicotinamid-Gruppe und der Ribose wird enzy-
matisch hydrolysiert, wobei unter Abspaltung von Nicotinamid 2’-Phospho-ADP-Ribose (2’-P-ADPR)
entsteht.
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durchgeführt). In Abwesenheit der ADP-Ribosylcyclase kann NAADP nicht zu NADP um-

gewandelt werden und somit auch kein Signal in der Amplifikations-Reaktion erzeugen. In

diesen Ansätze wurde stattdessen die Menge an kontaminierendem NADP in der Probe ge-

messen. Daher wurde die Differenz in der Fluoreszenz (zwischen Ende der Reaktion nach

12 Stunden und dem Beginn der Reaktion) in den Ansätzen mit der ADP-Ribosylcyclase

in der ersten Reaktion um die Fluoreszenz-Differenz der Ansätze ohne Enzym in der ersten

Reaktion korrigiert. Auf diese Weise war es möglich, die spezifisch durch NAADP ausgelöste

Erhöhung der Fluoreszenz vom Hintergrund durch NADP zu unterscheiden.

Ein Problem bei der Verwendung der NADase zur Entfernung des NADP-Hintergrundes

bestand darin, daß das Enzym möglicherweise auch NAADP hätte verdauen können, was in

dem Verlust eines Teils oder sogar des gesamten Fluoreszenz-Signals resultiert hätte. Um dies

zu testen, wurde eine Kalibrierung des NAADP-Assays mit vorgeschaltetem NADase-Verdau

mit NAADP-Standards durchgeführt. Dazu wurden NAADP-Mengen von 0 bis 500 fmol in

An- und Abwesenheit der NADase in dem zum Verdau verwendeten Puffer inkubiert und

danach mit allen Proben eine Hitzebehandlung zur Inaktivierung des Enzyms durchgeführt.

Anschließend wurden die NAADP-Mengen mit dem Enzym-Assay quantifiziert. Die Ergeb-

nisse dieser Versuche sind in Abb. 4.13 dargestellt. Dabei wurde gefunden, daß es zum Verlust

eines Teils des Fluoreszenz-Signals kam (ca. 37%, bezogen auf den Endwert in Abb. 4.13),

die Linearität der Kalibrierung aber trotzdem erhalten blieb. Daraus folgt, daß durch den

NADase-Verdau NAADP nur in einem geringen Ausmaß abgebaut wird. Möglicherweise ist

die Verminderung des Fluoreszenz-Signals auch darauf zurückzuführen, daß es bei der In-

aktivierung der NADase durch die Hitzebehandlung zu einer Co-Präzipitation von NAADP

mit dem denaturierten Enzym kam.

NAADP (fmol)

0 100 200 300 400 500

F
lu

or
es

ze
nz

-D
iff

er
en

z 
(x

 1
03  A

.U
.)

0

20

40

60

80

mit NADase-Verdau
ohne NADase-Verdau

Abbildung 4.13: Kalibrierung des NAADP-Assays mit und ohne NADase-Verdau im
Vergleich. Unterschiedliche NAADP-Mengen von 0 bis 500 fmol wurden in Gegenwart von NADase
(rote Symbole) für 4 Stunden bei 37◦C oder unter gleichen Bedingungen ohne Enzym (blaue Symbole)
inkubiert; alle Proben wurden danach für 30 min auf 95◦C erhitzt und anschließend für einen NAADP-
Assay verwendet (n = 3, Mittelwerte±SD). Unter beiden Bedingungen bestand eine linere Korrelation
(R2

= 0.9988 für die rote Kurve und R2
= 0.9994 für die blaue Kurve) zwischen eingesetzter NAADP-

Menge und gemessener Fluoreszenz-Differenz.
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Abbildung 4.14: NAADP-Assay in Gegenwart eines 1000fachen NADP-Überschusses.
500 fmol NAADP oder eine Mischung aus 500 fmol NAADP und 500 pmol NADP wurden mit NADase
wie in der Legende zu Abb. 4.13 beschrieben verdaut und anschließend mit dem NAADP-Assay
quantifiziert (n = 3, Mittelwerte±SD). Dabei wurden wie in Abschnitt 4.1.2.4 beschrieben die Werte
mit ADP-Ribosylcyclase in der Umwandlungsreaktion von NAADP zu NADP um die Werte ohne
ADP-Ribosylcyclase korrigiert.

Um die Effektivität des NADase-Verdaus zu testen, wurden Proben verwendet, die 500 fmol

NAADP und 500 pmol NADP enthielten, d. h. einen 1000fachen Überschuß an NADP gegen-

über NAADP. Diese Proben wurden mit der NADase verdaut und anschließend die NAADP-

Mengen mit dem Enzym-Assay quantifiziert (Abb. 4.14).

Es kam dabei zu keiner Erhöhung des Fluoreszenz-Signals in den Proben mit NADP im

Vergleich zu Kontrollwerten ohne NADP. Mit diesen Versuchen konnte gezeigt werden, daß

der NAADP-Assay bei Verwendung des NADase-Verdaus eine Quantifizierung von NAADP

auch bei einem 1000fachen Überschuß an NADP ermöglicht. Ein möglicherweise auftretender

geringer Rest an nicht abgebautem NADP stellte kein Problem dar, weil dieser Fehler durch

die Korrektur der Werte mit ADP-Ribosylcyclase in der Umwandlungsreaktion von NAADP

zu NADP um die Werte ohne ADP-Ribosylcyclase in dieser Reaktion ausgeglichen werden

konnte.

4.1.2.5. Untersuchungen zum Einfluß anderer Substanzen auf den Enzym-Assay

Um eine eventuelle Störung des Enzym-Assays durch andere Substanzen zu testen, die be-

kanntermaßen in Zellen vorkommen, wurden ähnliche Versuche wie in Abschnitt 4.1.2.4 für

NADP beschrieben durchgeführt.

Es wurden 19 Substanzen auf eine Interferenz mit dem NAADP-Assay getestet. Da-

zu wurden auch in diesem Fall 500 fmol NAADP mit einem 1000fachen Überschuß der zu

testenden Substanz versetzt. Die Ansätze wurden mit NADase verdaut, gefolgt von der

Basenaustausch- und den Amplifikationsreaktionen des NAADP-Assays. Anschließend wur-

den die NAADP-Mengen in den einzelnen Ansätzen quantifiziert und auf eine Kontrolle ohne

Zusatz anderer Substanzen außer NAADP normiert (Abb. 4.15, Seite 59). Dabei wurde in

keinem der Ansätze eine Veränderung des Fluoreszenz-Signals von mehr als 10% gegenüber

der Kontrolle gefunden (Abb. 4.15). Deswegen kann man davon ausgehen, daß zumindest die
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Abbildung 4.15: Test von diversen in der Zelle vorkommende Substanzen auf eine In-
terferenz mit dem enzymatischen NAADP-Assay. 19 bekannterweise in Zellen vorkommende
Komponenten wurden auf eine Interferenz mit dem NAADP-Enzym-Assay getestet. Dazu wurden je
500 fmol NAADP mit einem 1000fachen Überschuß (500 pmol) der angegebenen Substanzen versetzt,
mit NADase verdaut und anschließend per NAADP-Assay quantifiziert. Die gemessenen Fluoreszenz-
Differenzen wurden auf Kontrollen normiert, die nur NAADP enthielten (n = 3, Mittelwerte±SD).
Keine der getesteten Substanzen veränderte bei einem 1000fachen Überschuß das NAADP-Signal
um mehr als 10%. Abkürzungen: NAAD, Nicotinsäure-Adenindinucleotid; GTP, Guanosintriphos-
phat; NicAmid, Nicotinamid; NicSäure, Nicotinsäure; NMN, Nicotinamid-Mononucleotid; cAMP,
3’,5’-zyklisches AMP; cGMP, 3’,5’-zyklisches GMP; IMP, Inosinmonophosphat; IDP, Inosindiphos-
phat; GDP, Guanosintriphosphat; 2’-P-ADPR, 2’-Phospho-ADPR.

getesteten Substanzen den NAADP-Assay nicht derartig störten, daß es zu größeren Fehlen

in der Quantifizierung von NAADP kam.

4.1.2.6. Extraktion von NAADP aus T-Lymphocyten

Zur Extraktion von NAADP aus T-Zellen wurde ein Verfahren entwickelt, das einen sauren

Zellaufschluß verwendet (schematische Darstellung in Abb. 4.16, Seite 60). Dabei kommt

es zu einer unmittelbaren Denaturierung der zellulären Proteine (Werner, 1993), so daß en-

zymatische Reaktionen sofort zum Stillstand kommen. Dies ist für die Quantifizierung von

Botenstoffen entscheidend, weil sich ansonsten deren Konzentrationen während des Extrak-
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tionsprozesses verändern könnten.

Zum Aufschluß der Zellen wurden diese in Trichloressigsäure in einem Potter-Elvehjem-

Homogenisator lysiert. Anschließend wurde der grobe Zelldebris abgetrennt und die Probe in

zwei Hälften geteilt. Zu einer dieser Hälften wurde eine bekannte Menge NAADP zugesetzt,

um später die Wiederfindung von NAADP während der Extraktionsprozedur berechnen zu

können. Danach wurden die denaturierten Proteine pelletiert und der Überstand durch

mehrmalige Extraktion mit Diethylether neutralisiert. Anschließend wurden die Proben ver-

dünnt und durch Festphasenextraktion an einer stark sauren Anionenaustauscher-Matrix (Q-

Sepharose) aufgereinigt. Die Elution der Matrix erfolgte durch Trifluoressigsäure-Lösungen

steigender Konzentration. Die Eluate wurden anschließend verdünnt und durch Gefriertrock-

nung bis zur Trockne eingengt. Die Trocknungs-Rückstände wurden dann in dem Puffer für

1•109 Jurkat T-Lymphocyten

30 min ruhen in Puffer bei 25°C

Zell-Lyse: Potter-Elvehjem-Homogenisator
(1500 rpm, 5 Zyklen)

Zentrifugation (550 g)

10 ml eiskalte TCA (20%(w/v))

keine Zugabe Zugabe von 15 pmol NAADP

30 min Inkubation auf Eis

Vakuum zur Entfernung
von Ether-Resten (60 Min)

Lagerung bei -70°C bis zur
Festphasen-Extraktion

Zellpellet

3 Zyklen: einfrieren
(flüssiger Stickstoff)/auftauen (37°C)

Aufteilung in zwei Hälften

4malige Extraktion mit 5 ml Diethylether

Zentrifugation (2 Mal,10000 g)

Zentrifugation (550 g)

Überstand

Zentrifugation (1000 g)

Abbildung 4.16: Schema des Protokolls zur Extraktion von endogenem NAADP aus
Jurkat T-Lymphocyten.
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den NADase-Verdau aufgenommen und für 4 Stunden mit NADase verdaut. Anschließend

wurden die Basenaustausch- und Amplifikations-Reaktion des NAADP-Assays durchgeführt,

um NAADP zu quantifizieren.

Mit dem entwickelten Extraktions-Protokoll wurden in Zusammenarbeit mit Dipl.-Bio-

chem. Sören Bruhn NAADP-Konzentrationen in unstimulierten Jurkat-T-Zellen quantifi-

ziert (Bruhn, 2005), wobei im Rahmen dieser Versuche fünf Bestimmungen basaler NAADP-

Konzentrationen durchgeführt wurden. Die im Assay gemessenen NAADP-Mengen belie-

fen sich auf etwa 500 fmol pro Vertiefung in der Mikrotiterplatte. Unter Verwendung des

mittleren Zellvolumes wurden intrazelluläre NAADP-Konzentrationen berechnet, wobei eine

gleichmäßige Verteilung von NAADP innerhalb der Zelle angenommen wurde. Außerdem

wurden feste Strukturen nicht berücksichtigt, die das Verteilungsvolumen für NAADP re-

duzieren würden. Unter diesen Annahmen ergab sich eine mittlere intrazelluläre NAADP-

Konzentration von 6.6 ± 1.6 nM (n = 4, Mittelwert±SEM) in nicht stimulierten Jurkat-T-

Lymphocyten. Bei diesen Messungen betrug die mittlere Wiederfindung für NAADP 52±6%

(n = 4, Mittelwert±SEM).

4.2. Untersuchungen zur Funktion des Ionenkanals TRPM2 und

seines Agonisten ADPR bei der Erzeugung von

Calcium-Signalen in T-Lymphocyten

An der Erzeugung zellulärer Ca2+-Signale sind außer den gut charakterisierten sekundären

Botenstoffen InsP3 (Streb et al., 1983) und cADPR (Lee et al., 1989) möglicherweise noch

weitere Nucleotid-Derivate beteiligt wie das in Abschnitt 4.1 untersuchte NAADP und das

NAD-Derivat ADPR. Der Ionenkanal TRPM2 kann in Patch Clamp-Experimenten durch

Infusion einer Lösung von ADPR in die Zelle aktiviert werden (Perraud et al., 2001; Sano

et al., 2001; Hara et al., 2002), und ist unter anderem für Ca2+-Ionen permeabel (siehe Ab-

schnitt 1.4.2). Über eine Funktion von TRPM2 bei der Erzeugung zellulärer Ca2+-Signale

ist allerdings nur wenig bekannt (Perraud et al., 2004). Eine entscheidende Frage besteht

darin, ob es zu einer Aktivierung von TRPM2 durch endogenes ADPR kommen kann. Bisher

war außer in Erythrocyten (Guida et al., 1992) kein Verfahren verfügbar, um intrazellulä-

re ADPR-Konzentrationen zu bestimmen. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, ein

HPLC-basiertes Verfahren zu etablieren, mit dem intrazelluläre ADPR-Mengen quantifizier-

bar sind.

4.2.1. Bestimmung intrazellulärer ADPR-Konzentrationen durch HPLC

HPLC unter Reversed-Phase-Bedingungen, d. h. Trennung an einer hydrophoben Festphase

in Gegenwart eines Ionenpaar-Reagenzes, wird häufig zur Analyse von Biomolekülen ver-

wendet (Werner, 1993). Auch für den Ca2+-mobilisierenden Botenstoff cADPR ist eine

HPLC-Methode beschrieben, um dessen intrazelluläre Konzentration zu bestimmen (da Sil-

va et al., 1998a). Diese Methode wurde als Ausgangspunkt verwendet, um ein entsprechendes

Verfahren für ADPR zu entwickeln.
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4.2.1.1. Entwicklung eines HPLC-Verfahrens zur Quantifizierung von ADPR

Zuerst wurde eine HPLC-Methode etabliert, die eine leistungsfähige Auftrennung von in

Zellen vorhandenen Nucleotiden und verwandten Verbindungen ermöglicht. Diese Versuche

dienten dazu, mit Standard-Substanzen unter kontrollierten Bedingungen ein Verfahren zu

entwickeln, mit dem ADPR von anderen Komponenten abtrennbar ist, die möglicherweise

auch in Extrakten aus Zellen zu erwarten sind. Eine optimale Auftrennung wurde mit einer

C18-Säule in Gegenwart von 5 mM TBAHP als Ionenpaar-Reagenz und bei Verwendung eines

Methanol-Gradientens erzielt (Abb. 4.17).

Aus Abb. 4.17 ist zu erkennen, daß ADPR von allen anderen 14 getesteten Substanzen bei

Verwendung des HPLC-Programms HYP50AG.PGM vollständig abgetrennt wurde. Darüber

hinaus konnten alle Substanzen mit Ausnahme der beiden Paare AMP/Nicotinsäure und 2’-

Phospho-ADPR/NAADP voneinander getrennt werden.

Als nächstes wurden die Linearität der Kalibrierung und das Detektionslimit der Methode

mit ADPR-Standards getestet. Dazu wurden Mengen zwischen 0 und 50 nmol ADPR auf-

getrennt und die Flächen der Peaks quantifiziert. Die Bestimmung von ADPR durch seine

UV-Absorption bei 270 nm war linear über den gesamten getesteten Bereich (Korrelations-

koeffizient R2 = 0.99, n = 9 für eine Kalibrierung mit sechs Werten). Um die Stabilität der

Methode zu testen, wurde die Reproduzierbarkeit der Retentionszeit von ADPR bei wie-

derholten HPLC-Läufen bestimmt. Die Präzision der Retentionszeit betrug innerhalb eines

Tages 11.41±0.02 min (n = 18, Mittelwert±SD) und innerhalb einer Woche 11.38±0.08 min

(n = 54, Mittelwert±SD). Das Detektionslimit lag bei 5 pmol bei einem Signal/Rausch-

Verhältnis ≥3.
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Abbildung 4.17: Abtrennung von ADPR von anderen Nucleotiden und Nucleotid-
Derivaten durch RP-HPLC. Eine Mischung der angegebenen Substanzen (jeweils 500 pmol bis
1 nmol) wurde unter Verwendung einer C18-Säule (Multohyp BDS C18, Partikelgröße 5 µm) mit
dem Programm HYP50AG.PGM aufgetrennt, wobei ein ansteigender Methanol-Gradient verwen-
det wurde. Die Detektion erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei 270 nm. Abkürzungen:
cADPR, zyklische ADP-Ribose; NAAD, Nicotinsäure-Adenin-Dinucleotid; NAADP, Nicotinsäure-
Adenin-Dinucleotid-2’-Phosphat; 2’-P-ADPR, 2’-Phospho-ADP-Ribose.
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4.2.1.2. Extraktion von ADPR aus T-Lymphocyten

Nachdem die Analytik von ADPR per RP-HPLC etabliert worden war (Abschnitt 4.2.1.1),

wurde eine Methode zur Extraktion von ADPR aus Zellen entwickelt (Abb. 4.18). In diesen

Zellextrakten sollten danach die enthaltenen ADPR-Mengen mit der entwickelten HPLC-

Methode bestimmt werden. Als Grundlage zur Extraktion von ADPR wurde das in Abb. 4.16

dargestellte Verfahren zur Extraktion von zellulärem NAADP verwendet. Auch zur Extrak-

tion von ADPR wurden Jurkat-Zellen in Gegenwart von Trichloressigsäure lysiert, um eine

sofortige Unterbrechung aller enzymatischen Reaktionen sicherzustellen (Werner, 1993). Dies

ist insbesondere bei der Bestimmung von Botenstoffen von entscheidender Bedeutung, um

eine Veränderung der Konzentration während der Exktration zu verhindern. Zur Ermittlung

der Wiederfindung wurden die Lysate in zwei Hälften geteilt, von der eine mit Standard-

5•107 Jurkat T-Lymphocyten

30 min ruhen in Puffer bei 25°C

Zell-Lyse: 3 Zyklen
einfrieren (flüssiger Stickstoff)/auftauen (37°C)

Zentrifugation (550 g)

2 ml eiskalte TCA (20%(w/v))

Überstand

Zentrifugation (550 g)

keine Zugabe Zugabe von 2,5 nmol ADPR

30 min Inkubation auf Eis

Vakuum zur Entfernung 
von Ether-Resten (60 Min)

Lagerung bei -70°C bis zur 
Festphasen-Extraktion

Zellpellet

Ultraschall-Behandlung (20 sec)

Aufteilung in zwei Hälften

3malige Extraktion mit 5 ml Diethylether

Zentrifugation (2 Mal,10000 g)

Zentrifugation (550 g)

Abbildung 4.18: Schema des Protokolls zur Extraktion von endogenem ADPR aus Jurkat
T-Lymphocyten.
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ADPR versetzt wurde. Die ADPR-Mengen wurden danach per RP-HPLC für beide Hälften

getrennt bestimmt. Aus der Differenz der beiden Ansätze konnte durch Vergleich mit der

zugesetzten ADPR-Menge die Wiederfindung berechnet werden.

Eine direkte HPLC-Analyse der ungereinigten Zellextrakte nach Entfernung der Trichlores-

sigsäure durch Extraktion mit Diethylether führte zu Chromatogrammen geringer Qualität

(Abb. 4.19). Außerdem nahm bei wiederholter Analyse der gleichen Probe die Qualtität

der Trennung kontinuierlich ab, was am Auftreten asymmetrischer Peaks sowie einer Ver-
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Abbildung 4.19: Nachlassen der chromatographischen Trennleistung bei Auftrennung
nicht vorgereinigter Zellextrakte. (A) Ein ADPR-Standard (1 nmol) wurde wie in der Legende zu
Abb. 4.17 beschrieben aufgetrennt. (B-D) 5·10

7 Jurkat-Zellen wurden mit 20%iger (w/v) TCA-Lösung
extrahiert, die Probe durch dreimalige Extraktion mit Diethylether neutralisiert, und Aliquots dieses
Extraktes (entsprechend 5 ·10

6 Zellen) wiederholt mittels RP-HPLC aufgetrennt. Die erste, vierte und
achte Auftrennung mit der gleichen HPLC-Säule sind in (B-D) dargestellt. Die Vergrößerungen zeigen
die ADPR-Peaks (Pfeile). Pfeilspitzen kennzeichnen die Abnahme der Trennleistung bei wiedeholter
Auftrennung der gleichen, nicht vorgereinigten Probe.
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breiterung des ADPR-Peaks erkennbar war (Abb. 4.19 B-D). Ähnliche Probleme traten in

allen Regionen der Chromatogramme auf (Pfeilspitzen in Abb. 4.19). Außerdem kam es

durch Verstopfung der HPLC-Säulen zu einem massiven Anstieg des Gegendrucks, weshalb

eine direkte Verwendung der neutralisierten Zellextrakte zur Bestimmung von ADPR nicht

möglich war.

4.2.1.3. Festphasenextraktion zur Aufreinigung der Zellextrakte

Da die direkte HPLC-Analyse der neutralisierten Zellextrakte nicht möglich war, wurde ei-

ne zusätzliche Festphasenextraktion der Proben durchgeführt, um störende Komponenten

zu entfernen. Dazu wurde als Matrix ein stark saurer Anionenaustauscher (Q-Sepharose)

verwendet. Nach dem Auftragen der Proben wurde die Matrix gewaschen, um Kontaminatio-

nen zu entfernen, und anschließend in einem Stufenprotokoll mit TFA-Lösungen steigender

Konzentration eluiert. Die TFA-Eluate wurden dann direkt per RP-HPLC analysiert. Die

zusätzlich durchgeführte Festphasenextraktion löste dabei die Probleme des Verstopfens der

HPLC-Säulen sowie die Verminderung der Trennungsleistung (siehe Abb. 4.20).
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Abbildung 4.20: HPLC-Analyse von endogenem ADPR in Jurkat-Zellextrakten mit einer
C18-Säule. 5 · 10

7 Jurkat T-Lymphocyten wurden in 20%iger (w/v) TCA-Lösung durch dreimaliges
Einfrieren und Auftauen lysiert und die Extrakte in zwei Hälften geteilt. Zu einer der Hälften wurde
2.5 nmol ADPR zugesetzt, alle Proben durch Festphasenextraktion an Q-Sepharose gereinigt und mit
20 mM TFA-Lösung eluiert. Die Extrakte aus 2·10

6 Zellen, entweder mit (B) oder ohne (A) zugesetztes
ADPR, wurden mittels RP-HPLC mit einer C18-Säule (Multohyp BDS C18, Partikelgröße 5 µm) wie in
der Legende zu Abb. 4.17 beschrieben aufgetrennt. Die ADPR-Peaks sind durch Pfeile gekennzeichnet.



4. Ergebnisse 66

Die Analyse der Zwillingsproben mit und ohne Zusatz von exogenem ADPR ergab einen

einzigen Peak, der bei Zugabe von ADPR zu Beginn der Extraktion zunahm (verglei-

che Abb. 4.20, A und B). Dieser Peak co-eluierte mit einem ADPR-Standard (Pfeile in

Abb. 4.20), was darauf hindeutet, daß es sich um ADPR handelte. Die Differenzen in

den Peak-Flächen zwischen den Proben mit und ohne Zusatz von exogenem ADPR wurden

verwendet, um die Wiederfindung für jedes Paar von Zwillingsproben zu berechnen. Die

durchschnittliche Wiederfindung betrug dabei 92 ± 15% (n = 26, Mittelwert±SD).

Um die Identität des mit ADPR co-eluierenden Peaks weiter zu untersuchen, wurden UV-

Spektren dieses Peaks und eines ADPR-Standards aufgenommen und miteinander verglichen

(Abb. 4.21). Die beiden gefundenen UV-Spektren im Bereich von 210 nm bis 340 nm stimm-

ten weitgehend überein, was ein weiterer Hinweis darauf war, daß es sich bei dem in den

Zellextrakten gefundenen Peak, der sich durch Zusatz von exogenem ADPR erhöhen ließ,

tatsächlich um ADPR handelte.

Mit der entwickelten Methode wurden intrazelluläre ADPR-Konzentrationen in zwei T-

Zell-Linien quantifiziert. Die endogenen ADPR-Mengen wurden aus den Hälften der Zwil-

lingsproben bestimmt, die nicht mit ADPR versetzt worden waren. Die darin quantifizier-

ten ADPR-Mengen wurden um die für die jeweilige Probe gefundene Wiederfindung korri-

giert und anschließend unter Verwendung des Zellvolumens in intrazelluläre Konzentrationen

umgerechnet. Das Zellvolumen wurde für jede Zellpräparation mit Hilfe eines automati-

schen Zellzählers bestimmt und betrug bei humanen Jurkat T-Zellen 1.588 ± 0.136 µl für

106 Zellen (n = 26, Mittelwert±SD). Die daraus berechnete mittlere intrazelluläre ADPR-

Konzentration betrug 44± 11 µM (n = 26, Mittelwert±SD). Dabei wurde eine gleichmäßige

Verteilung von ADPR innerhalb der Zelle angenommen, und feste Strukturen in der Zelle,

die das Verteilungsvolumen für ADPR reduzieren würden, wurden nicht berücksichtigt.

Um die erhaltenen ADPR-Konzentrationen weiter zu verifizieren, wurde ein zweites HPLC-

System etabliert, um die vorgereinigten Zellextrakte mit einer anderen HPLC-Säule aufzu-
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Abbildung 4.21: Vergleich der UV-Spektren des ADPR-Peaks aus Zellextrakten und
eines ADPR-Standards. Die UV-Spektren eines ADPR-Standards (blaue Kurve) und des ADPR-
Peaks aus Zellextrakten (rote Kurve) wurden zu dem in Abb. 4.20 durch die Pfeile markierten Zeit-
punkt aufgenommen, und die Skalierung auf die UV-Absorption bei 270 nm angeglichen (n = 3,
Mittelwerte±SEM).
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trennen. Dazu wurde ebenfalls eine RP-Säule verwendet, die aber eine C12-Oberfläche hatte

(Synergi MAX-RP 80A C12). Die Proben wurden auf die gleiche Weise wie für die C18-

Säule beschrieben analysiert. Bei diesen Versuchen wurden sowohl für die Wiederfindung

als auch für die intrazelluläre ADPR-Konzentration ähnliche Werte wie mit der C18-Säule

gefunden. Auch dies deutete auf die Homogenität und Identität des ADPR-Peaks hin, weil

es unwahrscheinlich ist, daß es bei zwei verschiedenen Säulen-Systemen zur Co-Elution einer

anderen Substanz mit ADPR kommen würde. Repräsentative Chromatogramme sind in

Abb. 4.22 dargestellt.

Intrazelluläre ADPR-Konzentrationen wurden auch in der murinen Thymocyten-Linie

BW5147 unter Verwendung der C18-Säule Multohyp BDS C18 bestimmt (Daten nicht dar-

gestellt). Dabei wurde eine mittlere cytosolische ADPR-Konzentration von 73 ± 11 µM

gefunden (n = 5, Mittelwert±SD). Die BW5147-Zellen waren deutlich kleiner als Jur-

kat T-Lymphocyten, das Zellvolumen betrug hier 0.754 ± 0.028 µl für 106 Zellen (n = 5,

Mittelwert±SD). Bei diesen Experimenten wurde die mittlere Wiederfindung mit 68± 13 %

(n = 5, Mittelwert±SD) bestimmt.
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Abbildung 4.22: HPLC-Analyse von endogenem ADPR in Jurkat-Zellextrakten mit einer
C12-Säule. Endogenes ADPR wurde aus 5 · 10

7 Jurkat T-Lymphocyten wie in der Legende zu
Abb. 4.20 beschrieben extrahiert und die Proben durch Festphasen-Extraktion gereinigt. Die Extrakte
aus 2 · 10

6 Zellen, entweder mit (B) oder ohne (A) zugesetztes ADPR, wurden mittels RP-HPLC mit
einer C12-Säule (Synergi MAX-RP 80A C12, Partikelgröße 4 µm) wie in der Legende zu Abb. 4.17
beschrieben aufgetrennt. Die ADPR-Peaks sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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4.2.1.4. Untersuchungen zum Abbau von NAD und ADPR während der Zellextraktion

Ein möglicher Abbau von NAD zu ADPR während des Extraktionsprotokolls könnte bei der

Bestimmung von ADPR ein Problem darstellen, weil NAD-Konzentrationen im hohen mikro-

molaren Bereich in Zellen vorhanden sind (Jacobson und Jacobson, 1976). Diese Hydrolyse
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Abbildung 4.23: Untersuchung zur Hydrolyse von NAD zu ADPR bei der sauren Zell-
Extraktion. (A) Jeweils 1 nmol NAD und ADPR wurden mittels RP-HPLC mit einer C18-Säule wie
in der Legende zu Abb. 4.17 beschrieben aufgetrennt. (B-D) Um zu untersuchen, ob es bei der sauren
Extraktion von Zellen mit TCA-Lösung zu einem Zerfall von endogenem NAD zu ADPR kommt,
wurden artifizielle Proben aus BSA, NAD und/oder ADPR extrahiert und mittels Festphasenextrak-
tion wie in der Legende zu Abb. 4.20 angegeben gereinigt. Die Eluate wurden dann durch RP-HPLC
analysiert. (B) NAD wurde durch die Festphasen-Extraktion komplett entfernt und konnte in den
Eluaten daher nicht nachgewiesen werden. Man beachte, daß die Menge an ADPR in der Probe, die
ADPR und NAD enthielt (D) nicht erhöht war gegenüber der Probe, die nur ADPR enthielt (C).
Damit kann eine Degradation von NAD zu freiem ADPR bei der Extraktion ausgeschlossen werden.
Die leichte Veränderung der Retentionszeiten im Vergleich mit Abb. 4.17 ist auf die Verwendung einer
neuen HPLC-Säule zurückzuführen.
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von NAD zu ADPR könnte während der Extraktion der Zellen erfolgen, die in Gegenwart

von Trichloressigsäure durchgeführt wurde. Um den möglichen Zerfall von NAD zu untersu-

chen, wurden artifizielle Proben verwendet, die aus BSA und bekannten Mengen an NAD,

ADPR oder beiden Substanzen bestanden. Diese Proben wurden auf die gleiche Weise mit

Trichloressigsäure extrahiert, durch Festphasen-Exktraktion gereinigt und per HPLC analy-

siert wie die aus Zellen bestehenden Proben (Abb. 4.23, Seite 68).

Bei der Analyse der Ansätze, die nur NAD und BSA enthielten, wurde kein ADPR-Peak

gefunden (Abb. 4.23 B), da das NAD während der Festphasen-Extraktion anscheinend kom-

plett abgetrennt wurde. Wie zu erwarten war, wurde ein ADPR-Peak in den artifiziellen

Proben gefunden, die aus ADPR und BSA bestanden (Abb. 4.23 C). In den Proben, die

sowohl NAD als auch ADPR enthielten (Abb. 4.23 D), wurde im Vergleich mit den An-

sätzen, die nur ADPR enthielten, keine Zunahme an ADPR gefunden. Damit konnte ein

signifikanter Zerfall von NAD zu ADPR während der sauren Zellextraktion ausgeschlossen

werden.

4.2.2. Änderung der zellulären ADPR-Konzentration bei Stimulation von
T-Lymphocyten

Ein wichtiges Kennzeichen eines sekundären Botenstoffes besteht in der Änderung seiner

Konzentration beim Ablauf von Signalvorgängen in Zellen. Um eine solche Konzentrations-

änderung von ADPR in humanen T-Lymphocyten zu untersuchen, wurden Jurkat-Zellen mit

dem pflanzlichen Lektin Concanavalin A (ConA) aus der Jackbohne Canavalia ensiformis

stimuliert.

Bei Lektinen handelt es sich um Proteine, die an die Zucker-Ketten glycosylierter ex-

trazellulärer Proteine binden. ConA zeigt eine Spezifität für terminale α-D-Mannosyl- und

α-D-Glucosyl-Reste. Die Wirkung vieler Lektine auf Zellen hängt entscheidend von der Kon-

zentration ab; ConA wirkt auf Immunzellen in niedrigen Konzentrationen proliferativ (Powell

und Leon, 1970; Boldt et al., 1975), während es in hohen Konzentration Apoptose auslösen

kann (Nagase et al., 1998; Suen et al., 2000).

Zelluläre ADPR-Konzentrationen wurden in Jurkat-Zellen quantifiziert, die entweder mit

einer Vehikel-Kontrolle oder eine hohen Konzentration an ConA stimuliert wurden (reprä-

sentative Chromatogramme in Abb. 4.24, Seite 70). Dabei wurde eine Erhöhung der in-

trazellulären ADPR-Konzentration bei ConA-Stimulation im Vergleich zu nicht stimulierten

Kontrollen gefunden.

Danach wurden die ADPR-Konzentrationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Stimu-

lation mit ConA ermittelt (Abb. 4.25, Seite 70, offene Symbole). Dabei wurde ein statistisch

signifikanter, ungefähr 1.5facher Anstieg der ADPR-Konzentration nach ConA-Stimulation

gefunden. Ein Plateau war bereits nach einer Stimulationsdauer von einer Minute erreicht,

und die ADPR-Konzentration blieb für mindestens 15 Minuten erhöht. Diese Kinetik wurde

mit der Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration bei Stimulation der Zellen mit

ConA verglichen (Abb. 4.25, durchgezogene Linie).
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Abbildung 4.24: Anstieg der intrazellulären ADPR-Konzentration in Jurkat T-
Lymphocyten bei Stimulation mit ConA. Jurkat T-Zellen wurden für 15 min mit einer Vehikel-
Kontrolle (A) bzw. mit 100 µg/ml ConA (B) inkubiert. Danach wurde das endogene ADPR wie
in der Legende zu Abb. 4.20 beschrieben extrahiert, mittels Festphasen-Extraktion aufgereinigt und
durch RP-HPLC quantifiziert. Die Retentionszeit eines ADPR-Standards ist durch Pfeile markiert.
Dargestellt sind die Hälften der Zwillingsproben ohne Zusatz von exogenem ADPR.
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Abbildung 4.25: Kinetik der intrazellulären ADPR-Konzentration bei Stimulation mit
ConA. ADPR-Mengen in Jurkat T-Lymphocyten wurden zu unterschiedlichen Zeitpunten nach Sti-
mulation mit 100 µg/ml ConA wie in der Legende zu Abb. 4.24 beschrieben ermittelt (offene Kreise,
gestrichelte Linie, Mittelwerte±SEM, n = 8 − 13, ∗p < 0.05 gegenüber dem Basalwert). Die Messung
von [Ca2+]i wurde in einer Suspension von mit Fura-2 beladenen Jurkat T-Zellen bei einer extrazel-
lulären Calcium-Konzentration von 1.35 mM durchgeführt (durchgezogene Linie, Mittelwerte±SEM,
n = 9).
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Dabei ergab sich, daß die Erhöhung der ADPR-Konzentration dem Anstieg von [Ca2+]i
zeitlich eng vorausging, was einen Zusammenhang zwischen diesen beiden Vorgängen ver-

muten ließ.

4.2.3. Analyse der Expression von TRPM2

Als nächstes wurde untersucht, ob Jurkat T-Lymphocyten den durch ADPR aktivierbaren

Ionenkanal TRPM2 (Perraud et al., 2001; Sano et al., 2001) exprimieren, was die molekulare

Grundlage für den Anstieg von [Ca2+]i durch die Erhöhung der ADPR-Konzentration sein

könnte. Dazu wurde durch RT-PCR das Vorkommen der mRNA von TRPM2 analysiert

(Abb. 4.26 A). Bei Verwendung von Primern, die innerhalb der Exons 10 bzw. 11 binden

(linker Teil) wurde nur ein Amplifikat gefunden. Die in der Literatur beschriebene ∆N-Form

von TRPM2 (Wehage et al., 2002) lag daher in Jurkat-Zellen nicht vor. Bei Verwendung

von Primern, die gegen Sequenzen aus den Exons 26 bzw. 29 gerichtet waren (rechter Teil)

wurden dagegen zwei Amplifikate gefunden. Dies deutet darauf hin, daß außer der nicht

trunkierten Form von TRPM2 zusätzlich die ∆C-Isoform exprimiert wurde. Abb. 4.26 B

  Reverse Transkriptase         +               -                                      +                 -
  Untersuchtes Exon                      11                                                       27

  Primer                                  PS-5 + PS-3                                       PS-2 + PS-1
  Amplifikat(e)                            Vollänge                                          Vollänge+∆C

B

466 bp

225 bp
327 bp

  Exon            1                    4    5    6  7   8   9 10    11    12          26 27  29            32

  Primer                                                        PS-5    PS-3           PS-2  PS-1

A

Abbildung 4.26: Expressionsanalyse von TRPM2 in Jurkat T-Lymphocyten. (A) TRPM2-
Isoformen wurden durch RT-PCR in einem Ein-Schritt-Protokoll (Titan-Kit, Roche) untersucht. In
Kontroll-Ansätzen (jeweils rechte Gel-Spur) wurde die Reverse Transkriptase durch Hitzebehandlung
inaktiviert (RT −). Das 466 bp-Amplifikat (linker Teil) zeigt, daß im Bereich von Exon 11 nur die
TRPM2-Vollängen-Form vorlag, während die ∆N-Isoform nicht gefunden wurde. Im Bereich von
Exon 27 (rechter Teil) traten hingegen zwei Amplifikate von 327 bzw. 225 bp auf, was die Expression
sowohl der nicht trunkierten Form von TRPM2 als auch der ∆C-Isoform in Jurkat-Zellen zeigte.
(B) Schematische Darstellung der Exon-Struktur von TRPM2 sowie der für die in (A) dargestellten
RT-PCR verwendeten Primer.
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stellt schematisch die mRNA von TRPM2 und die verwendeten Primer dar.

Zur genaueren Auswertung der Expressions-Analyse wurden die in Abb. 4.26 abgebildeten

Amplifikate in den Klonierungsvektor pGEM-T easy ligiert, in Bakterien vermehrt und die

Vektoren isoliert. Die Inserts der erhaltenen Vektoren wurden sequenziert und mit der

cDNA-Sequenz von TRPM2 verglichen. Abb. 4.27 stellt das Insert des Klons TRPM2-N1

Exons 10/11
H

A R S E I F M D E W Q W K P S D L H P T M
1847 GCCCGCAGTGAGATCTTCATGGATGAGTGGCAGTGGAAGCCTTCAGATCTGCACCCCACGATG cDNA TRPM2

TTCATGGATGAGTGGCAGTGGAAGCCTTCAGATCTGCACCCCACGATG Insert N1
| {z }

Primer PS-5

T A A L I S N K P E F V K L F L E N G V Q
1910 ACAGCTGCACTCATCTCCAACAAGCCTGAGTTTGTGAAGCTCTTCCTGGAGAACGGGGTGCAG cDNA TRPM2

ACAGCTGCACTCATCTCCAACAAGCCTGAGTTTGTGAAGCTCTTCCTGGAAAACGGGGTGCAG Insert N1

L K E F V T W D T L L Y L Y E N L D P S C
1973 CTGAAGGAGTTTGTCACCTGGGACACCTTGCTCTACCTGTACGAGAACCTGGACCCCTCCTGC cDNA TRPM2

CTGAAGGAGTTTGTCACCTGGGACACCTTGCTCTACCTGTACGAGAACCTGGACCCCTCCTGC Insert N1

L F H S K L Q K V L V E D P E R P A C A P
2036 CTGTTCCACAGCAAGCTGCAGAAGGTGCTGGTGGAGGATCCCGAGCGCCCGGCTTGCGCGCCC cDNA TRPM2

CTGTTCCACAGCAAGCTGCAAAAGGTGCTGGTGGAGGATCCCGAGCGCCCGGCTTGCGCGCCC Insert N1

A A P R L Q M H H V A Q V L R E L L G D F
2099 GCGGCGCCCCGCCTGCAGATGCACCACGTGGCCCAGGTGCTGCGGGAGCTGCTGGGGGACTTC cDNA TRPM2

GCGGCGCCCCGCCTGCAGATGCACCACGTGGCCCAGGTGCTGCGGGAGCTGCTGGGGGACTTC Insert N1

T Q P L Y P R P R H N D R L R L L L P V P
2162 ACGCAGCCGCTTTATCCCCGGCCCCGGCACAACGACCGGCTGCGGCTCCTGCTGCCCGTTCCC cDNA TRPM2

ACGCAGCCGCTTTATCCCCGGCCCCGGCACAACGACCGGCTGCGGCTCCTGCTGCCCGTTCCC Insert N1

H V K L N V Q G V S L R S L Y K R S S G H
2225 CACGTCAAGCTCAACGTGCAGGGAGTGAGCCTCCGGTCCCTCTACAAGCGTTCCTCAGGCCAT cDNA TRPM2

CACGTCAAGCTCAACGTGCAGGGAGTGAGCCTCCGGTCCCTCTACAAGCGTTCCTCAGGCCAT Insert N1

Exons 11/12
H

V T F T M D P I R D L L I W A I V Q N R R
2288 GTGACCTTCACCATGGACCCCATCCGTGACCTTCTCATTTGGGCCATTGTCCAGAACCGTCGG cDNA TRPM2

GTGACCTTCACCATGGACCCCATCCGTGACCTTCTCATTT Insert N1
| {z }

Primer PS-3

Abbildung 4.27: Alignment des Inserts des Klons TRPM2-N1 mit der cDNA-Sequenz
von TRPM2. In schwarz ist ein Ausschnitt der TRPM2-cDNA sowie das Insert des Klons TRPM2-
N1 dargestellt. Übereinstimmungen der Sequenzen sind grau hinterlegt, und Abweichungen des In-
serts gegenüber der TRPM2-cDNA rot markiert. Die Grenzen zwischen den Exons von TRPM2 sind
durch grüne Dreiecke markiert. Dargestellt sind außerdem in blau die von der TRPM2-cDNA co-
dierte Proteinsequenz, sowie unterhalb der DNA-Sequenzen die Bindungsstellen der für die RT-PCR
verwendeten Primer.
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Exons 25/26
H

W E T E F L I Y D P P F Y T A E R K D A A
4235 TGGGAGACGGAGTTCCTGATCTATGACCCACCCTTTTACACGGCAGAGAGGAAGGACGCGGCC cDNA TRPM2

GTTCCTGATCTATGACCCACCCTTTTACACGGCAGAGAGGAAGGACGCGGCC Insert C8
GTTCCTGATCTATGACCCACCCTTTTACACGGCAGAGAGGAAGGACGCGGCC Insert C1
| {z }

Primer PS-2

Exons 26/27
H

A M D P M G D T L E P L S T I Q Y N V V D
4298 GCCATGGACCCCATGGGAGACACCCTGGAGCCACTGTCCACGATCCAGTACAACGTGGTGGAT cDNA TRPM2

GCCATGGACCCCATGGGAGA------------------------------------------- Insert C8
GCCATGGACCCCATGGGAGACACCCTGGAGCCACTGTCCACGATCCAGTACAACGTGGTGGAT Insert C1

Exons 27/28
H

G L R D R R S F H G P Y T V Q A G L P L N
4361 GGCCTGAGGGACCGCCGGAGCTTCCACGGGCCGTACACAGTGCAGGCCGGGTTGCCCCTGAAC cDNA TRPM2

-----------------------------------------------------------GAAC Insert C8
GGCCTGAGGGACCGCCGGAGCTTCCACGGGCCGTACACAGTGCAGGCCGGGTTGCCCCTGAAC Insert C1

P M G R T G L R G R G S L S C F G P N H T
4424 CCCATGGGCCGCACAGGACTGCGTGGGCGCGGGAGCCTCAGCTGCTTCGGACCCAACCACACG cDNA TRPM2

CCCATGGGCCGCACAGGACTGCGTGGGCGCGGGAGCCTCAGCTGCTTCGGACCCAACCACACG Insert C8
CCCATGGGCCGCACAGGACTGCGTGGGCGCGGGAGCCTCAGCTGCTTCGGACCCAACCACACG Insert C1

Exons 28/29
H

L Y P M V T R W R R N E D G A I C R K S I
4487 CTGTACCCCATGGTCACGCGGTGGAGGCGGAACGAGGATGGAGCCATCTGCAGGAAGAGCATA cDNA TRPM2

CTGTACCCCATGGTCACGCGGTGGAGGCGGAACGAGGATGGAGCCATCTGCAGGAAGAGCATA Insert C8
CTGTACCCCATGGTCACGCGGTGGAGGCGGAACGAGGATGGAGCCATCTGCAGGAAGAGCATA Insert C1

K K M L E V L V V K L P L S E
4550 AAGAAGATGCTGGAAGTGCTGGTGGTGAAGCTCCCTCTCTCCGAG cDNA TRPM2

AAGAAGATGCTGGAAGTGCTGGT Insert C8
AAGAAGATGTTGGAAGTGCTGGT Insert C1

| {z }

Primer PS-1

Abbildung 4.28: Alignment der Inserts der Klone TRPM2-C1 und TRPM2-C8 mit der
cDNA-Sequenz von TRPM2. In schwarz ist ein Ausschnitt der TRPM2-cDNA sowie die Inserts
der Klone TRPM2-C1 und TRPM2-C8 dargestellt. Übereinstimmungen der Sequenzen sind grau
hinterlegt, und Abweichungen der Inserts gegenüber der TRPM2-cDNA rot markiert. Die Grenzen
zwischen den Exons von TRPM2 sind durch grüne Dreiecke markiert. Dargestellt sind außerdem in
blau die von der TRPM2-cDNA codierte Proteinsequenz, sowie unterhalb der DNA-Sequenzen die
Bindungsstellen der für die RT-PCR verwendeten Primer.

und Abb. 4.28 auf Seite 73 die Inserts der Klone TRPM2-C1 und TRPM2-C8 als Alignment

im Vergleich zur cDNA von TRPM2∗ dar.

Aus Abb. 4.27 ist ersichtlich, daß bei der Sequenzierung des klonierten N-terminalen Am-

plifikats aus TRPM2 zwei Mutationen gefunden wurden. Sowohl bei der Mutation G1960A

als auch bei der Mutation G2056A handelte es sich aber um stille Mutationen, denn im er-

sten Fall wurde GAG durch GAA ersetzt, was beides für Glutamat codiert, während im zweiten

∗Bei der dargestellten Sequenz der cDNA von TRPM2 handelt es sich um das Transkript ENST 00000300482
aus der Ensembl-Datenbank (www.ensembl.org).
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Fall sowohl CAG als auch CAA für Glutamin codierten. Daher wurde die Proteinsequenz von

TRPM2 durch die beiden gefundenen Mutationen nicht verändert.

Bei der Sequenzierung des Inserts der Klone TRPM2-C1 und TRPM2-C8 wurde nur

bei dem Insert von Klon TRPM2-C1 eine Abweichung gegenüber der cDNA-Sequenz von

TRPM2 gefunden (Abb. 4.28). Diese Mutation (C4559T) befand sich aber innerhalb der

Sequenz des Primers PS-1. Daher ist es wahrscheinlich, daß die dort aufgetretene Verän-

derung auf Fehler in der Primer-Synthese zurückzuführen war. Dafür sprach auch, daß die

Mutation im Klon TRPM2-C8 nicht auftrat. Wie erwartet unterschieden sich die Klone

TRPM2-C1 und TRPM2-C8 voneinander durch das Fehlen des kompletten Exons 27. Dies

bestätigt, daß in Jurkat-T-Zellen im Bereich von Exon 27 sowohl die Vollängen-Form als

auch die ∆C-Isoform von TRPM2 (Wehage et al., 2002) vorliegen.

4.2.4. Differenzierung unterschiedlicher Calcium-Einstrom-Wege durch
Inhibition mit Gadolinium

ConA ist insofern ein unspezifischer Reiz, da dieses Lektin zur Quervernetzung aller auf der

Zelloberfläche vorhandenen Glycoproteine mit dem zum Lektin passenden Glycosylierungs-

muster führt. Daher kommt es bei Stimulation mit ConA zur unspezifischen Aktivierung

mehrerer Signalwege. Die ConA-vermittelte Aktivierung eines Stroms über die Plasmamem-

bran, der als ICRAC bezeichnet wird, ist bekannt (siehe Abschnitt 1.3.2.1, Lewis und Cahalan

(1989); Hoth und Penner (1992); Hoth (1995)). Dieser Strom mit bisher unklarer molekula-

rer Identität ist hoch selektiv für Ca2+-Ionen, weist aber nur eine geringe Leitfähigkeit auf.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob es bei ConA-Stimulation

zusätzlich zum Ca2+-Einstrom durch ICRAC zur Aktivierung eines weiteren Influxweges für

Ca2+ unter Beteiligung von TRPM2 kommt.

Zu diesem Zweck wurde Gadolinium als selektiver Inhibitor verwendet. Gadolinium gehört

chemisch zu den Lanthanoiden und wurde als wasserlösliches GdCl3 eingesetzt. Gd3+ ist be-

schrieben als effektiver Inhibitor des durch ICRAC vermittelten Ca2+-Einstroms (Ross und

Cahalan, 1995). In Abb. 4.29 auf Seite 75 ist das Meßprotokoll dargestellt, das zur Quan-

tifizierung des Ca2+-Einstroms verwendet wurde. Dabei wurden mit dem Ca2+-Indikator

Fura-2 beladenen Jurkat T-Zellen zunächst in Abwesenheit von extrazellulärem Ca2+ sti-

muliert. Eine dabei auftretende Erhöhung von [Ca2+]i ist zurückzuführen auf Freisetzung

von Ca2+ aus intrazellulären Speichern (vermittelt durch die sekundären Botenstoffe InsP3

(Imboden und Stobo, 1985), cADPR (Guse et al., 1999) und möglicherweise auch NAADP).

300 sec nach der Stimulation wurden unterschiedliche Konzentrationen an Gd3+ zugegeben

und weitere 100 sec später wurde die extrazelluläre Ca2+-Konzentration auf 1.35 mM er-

höht. Die dann auftretende Erhöhung von [Ca2+]i ist auf den Einstrom von Ca2+ aus dem

Extrazellulär-Raum zurückzuführen.

Aus Abb. 4.29 A ist zu erkennen, daß es erst bei Gd3+-Konzentrationen ≥3 µM zu ei-

ner deutlichen Inhibition des durch ConA-Stimulation ausgelösten Rezeptor-vermittelten

Ca2+-Einstroms im Vergleich zur nicht inhibierten Kontrolle kam. Als Positiv-Kontrolle

für die Inhibition durch Gd3+ wurden die Zellen mit dem SERCA-Inhibitor Thapsigargin
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Abbildung 4.29: Inhibition des durch ConA oder Thapsigargin ausgelösten Ca2+-
Einstroms durch Gd3+. 2 · 10

6 Jurkat T-Lymphocyten wurden mit Fura-2 beladen und nach
200 sec mit (A) 100 µg/ml ConA, (B) 100 nM Thapsigargin (Tg) oder (C) einer Vehikel-Kontrolle in
nominell Ca2+-freiem Puffer stimuliert (Pfeil). 500 sec nach Beginn der Messung wurden unterschiedli-
che Konzentrationen an GdCl3 (siehe Legende) zugegeben, und die extrazelluläre Ca2+-Konzentration
bei 600 sec auf 1.35 mM eingestellt. Man beachte, daß es auch ohne Stimulation (C) zu einem Leck-
Einstrom von Ca2+ kam.

(Abb. 4.29 B) stimuliert. In Anwesenheit von Thapsigargin kommt es einer passiven Deple-

tion der intrazellulären Ca2+-Speicher und dadurch ausgelöst zu einem durch ICRAC getra-

genen Speicher-vermittelten Ca2+-Einstrom (siehe Abschnitt 1.3.2.1). Es ist zu erkennen,

daß bei Stimulation mit Thapsigargin schon Gd3+-Konzentrationen ab 1 µM eine deutliche

Inhibition des Ca2+-Einstroms auslösten. Man beachte, daß es auch ohne Stimulation der

Zellen (Abb. 4.29 C) zu einem Leck-Einstrom von Ca2+ kam.

Zur weiteren Auswertung wurden Dosis-Wirkungskurven der Reduktion des [Ca2+]i-Pla-

teaus durch Gd3+ bei Stimulation mit ConA oder Thapsigargin erstellt (Abb. 4.30, Sei-

te 76). Dabei wurden die Differenzen von [Ca2+]i vor und nach Zugabe von extrazellulärem

Ca2+ ermittelt und um den Leck-Einstrom bei der gleichen Gd3+-Konzentration korrigiert.

Aus den Dosis-Wirkungskurven ist ersichtlich, daß sich die Inhibitionswirkung von Gd3+

zwischen den beiden Stimuli um etwa eine Größenordnung unterschied: Der durch Thapsi-

gargin ausgelöste, Speicher-vermittelte Ca2+-Einstrom wurde schon bei deutlich geringeren

Gd3+-Konzentrationen (IC50 ≈ 60 nM) inhibiert im Vergleich zum Rezeptor-vermittelten
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Abbildung 4.30: Dosis-Wirkungskurven für die Inhibition des Ca2+-Einstroms durch
Gd3+ bei Stimulation mit Thapsigargin oder ConA. Jurkat-Zellen wurden wie in Abb. 4.29
dargestellt mit (A) 100 nM Thapsigargin oder (B) 100 µg/ml ConA stimuliert. In Anwesenheit un-
terschiedlicher Gd3+-Konzentrationen wurde dann extrazellulär 1.35 mM Ca2+ zugegeben, um den
Ca2+-Einstrom zu quantifizieren. Zur Auswertung wurde jeweils die Differenz zwischen dem Plateau
der intrazellulären Ca2+-Konzentration und dem Basalwert vor Ca2+-Zugabe berechnet und um den
Wert einer Kontrolle ohne Stimulation bei der gleichen Gd3+-Konzentration korrigiert (n = 5 − 16,
Mittelwerte±SEM).

Ca2+-Einstrom nach ConA-Stimulation (IC50 ≈ 750 nM).

4.2.5. Inhibition der ADPR-Bildung durch Cibacron Blue 3GA

Um den Zusammenhang zwischen Zellstimulation mit ConA, intrazellulärer Bildung von

ADPR und Aktivierung des Ionenkanals TRPM2 weiter zu untersuchen, wurde ein pharma-

kologischer NAD-Glycohydrolase-(NADase)-Inhibitor verwendet. Bei dieser Substanz han-

delt es sich um Cibacron blue (3GA), das häufig gekoppelt an ein Polymer als Affinitätsmatrix

zur Aufreinigung NAD-bindender Proteine verwendet wird (Dean und Watson, 1979; Sub-

ramanian, 1984). 3GA hat aber auch die Fähigkeit, als kompetitiver Inhibitor für Enzyme

mit NAD-Glycohydrolase-Aktivität zu wirken (Yost und Anderson, 1981; Kim et al., 1993;

Li et al., 2002). Die chemische Struktur von 3GA ist in Abb. 4.31 auf Seite 77 dargestellt.
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Abbildung 4.31: Struktur des kompetitiven NAD-Glycohydrolase-Inhibitors 3GA.

Um die zelluläre NAD-Glycohydrolase-Aktivität zu hemmen, wurden Jurkat T-Lympho-

cyten für 20 min in Gegenwart von 100 µM 3GA oder einer Vehikelkontrolle in Puffer inku-

biert. Anschließend wurden die Zellen wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben mit ConA oder

einer Vehikelkontrolle stimuliert, ADPR aus den Zellen extrahiert und mittels RP-HPLC

quantifiziert.

In Abb. 4.32 ist zu erkennen, daß es nach Vorinkubation der Jurkat-Zellen mit 3GA bei

ConA-Stimulation nicht mehr zu einer Steigerung in der Konzentration von ADPR kam.

Durch Behandlung mit dem NAD-Glycohydrolase-Inhibitor 3GA konnte die ADPR-Bildung

blockiert werden (Abb. 4.32).

Nachdem gezeigt werden konnte, daß 3GA die ConA-induzierte Bildung von ADPR un-

terdrücken kann, wurde der Inhibitor verwendet, um zu untersuchen, ob es bei Inhibition

der ADPR-Bildung zur Veränderung des Ca2+-Signals bei ConA-Stimulation kommt. Dazu

wurde ein ähnliches Protokoll verwendet wie in Abb. 4.29 beschrieben: Mit Fura-2 bela-

dene Jurkat-Zellen wurden in Abwesenheit von extrazellulärem Ca2+ stimuliert, und erst
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Abbildung 4.32: Inhibition der ConA-vermittelten ADPR-Bildung durch den NAD-
Glycohydrolase-Inhibitor 3GA. Jurkat T-Lymphocyten wurden in Gegenwart oder Abwesenheit
von 100 µM 3GA für 20 min vorinkubiert, und danach mit ConA oder einer Vehikel-Kontrolle stimu-
liert. Die ADPR-Konzentrationen wurden durch HPLC-Analysen wie in der Legende zu Abb. 4.20
beschrieben quantifiziert, und auf die Kontrollen ohne Stimulation und ohne Vorinkubation mit 3GA
normiert (n = 7 − 12, Mittelwerte±SEM, ∗p < 0.05).
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nach Ende der Freisetzung von Ca2+ aus den intrazellulären Speichern wurde extrazellulär

1.35 mM Ca2+ zugegeben, um auf diese Weise den Anstieg von [Ca2+]i durch Freisetzung

aus Speichern bzw. durch Einstrom aus dem Extrazellulärraum differenzieren zu können.

Bei Inhibition der ADPR-Bildung durch Vorinkubation mit 3GA kam es zu einer Vermin-
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Abbildung 4.33: Verminderung des ConA-vermittelten Ca2+-Einstroms bei Inhibition
der ADPR-Bildung mit 3GA. (A) 2 · 10

6 Jurkat T-Lymphocyten wurden mit Fura-2 beladen und
wie in der Legende zu Abb. 4.32 angegeben mit oder ohne 3GA vorinkubiert. Bei 200 sec wurden
die Zellen mit 100 µg/ml ConA, 100 nM Thapsigargin (nicht dargestellt) oder einer Vehikel-Kontrolle
in nominell Ca2+-freiem Puffer stimuliert, und bei 600 sec wurde extrazellulär 1.35 mM Ca2+ zugege-
ben. (B) Die Differenzen der intrazellulären Ca2+-Konzentration vor und nach Ca2+-Zugabe wurden
für den Peak und die Plateau-Phase der in (A) abgebildeten Messungen quantifiziert (n = 3 − 20,
Mittelwerte±SEM, ∗p < 0.05). (C) Jurkat-Zellen wurden wie in (A) mit Fura-2 beladen und mit
oder ohne 3GA vorinkubiert. Bei 200 sec erfolgte die Stimulation der Zellen mit 100 µg/ml ConA,
100 nM Thapsigargin (nicht dargestellt) oder einer Vehikel-Kontrolle in Abwesenheit von extrazellulä-
ren Ca2+- oder Mn2+-Ionen. Bei 600 sec wurde extrazellulär 15 µM Mn2+ zugegeben, um die Abnahme
der Fura-2-Fluoreszenz durch den Einstrom von Mn2+ zu messen. (D) Die initiale Verminderung der
Fura-2-Fluoreszenz bei Mn2+-Zugabe der Messungen in (C) wurde durch lineare bzw. exponentielle
Regression vor bzw. nach Mn2+-Zugabe bestimmt (n = 6 − 19, Mittelwerte±SEM, ∗p < 0.05).
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derung des durch ConA ausgelösten Ca2+-Einstroms (Abb. 4.33). Davon waren sowohl die

Peak- als auch die Plateau-Phase des Ca2+-Einstroms betroffen (Abb. 4.33 A, B). Das durch

ConA unter 3GA-Inhibition erzeugte Ca2+-Signal war im beobachteten Zeitraum höher als

der Leck-Einstrom (rote Kurve in Abb. 4.33 A). In Abb. 4.33 B sind die Differenzen von

[Ca2+]i mit und ohne Inhibition der ADPR-Bildung durch 3GA dargestellt. Als Kontrolle

wurde eine Stimulation der Zellen mit Thapsigargin verwendet, um den Speicher-vermittelten

Ca2+-Einstrom durch ICRAC auszulösen. Wie aus Abb. 4.33 B ersichtlich ist, verminderte

die Vorinkubation der Zellen mit 3GA den kapazitativen Ca2+-Einstrom bei Stimulation

mit Thapsigargin nicht. Dies belegte, daß die Wirkung von 3GA nicht auf eine unspezifische

Inhibition des Ca2+-Einstroms zurückzuführen war.

Um Sekundär-Effekte der Erhöhung von [Ca2+]i auf den Ca2+-Einstrom auszuschließen

(z. B. die positive Regulation von TRPM2 durch Erhöhung der lokalen Ca2+-Konzentration

(McHugh et al., 2003) oder die durch Ca2+ induzierte Freisetzung von Ca2+ aus intrazel-

lulären Speichern (Rich und Langer, 1975)), wurde eine weitere Meßmethode verwendet,

um den Ca2+-Einstrom ohne Erhöhung von [Ca2+]i zu quantifizieren. Dabei wurde aus-

genutzt, daß die Fluoreszenz von Fura-2 durch Bildung eines hoch-affinen Komplexes von

Mn2+ mit Fura-2 drastisch vermindert werden kann (Quenching). Da Mn2+ für die meisten

Ionenkänale eine ähnliche Permeabilität wie Ca2+ besitzt (Kass et al., 1990; Glennon et al.,

1992; Shibuya und Douglas, 1992), kann durch Verminderung der Fura-2-Fluoreszenz bei

Mn2+-Zugabe der Einstrom durch Ca2+-Kanäle indirekt und ohne Erhöhung von [Ca2+]i
gemessen werden (Abb. 4.33 C). Durch den Einstrom von Mn2+ kommt es darüber hinaus

nicht zur Aktivierung Ca2+-bindender Proteine, so daß Sekundäreffekte durch die Erhöhung

von [Ca2+]i weitgehend ausgeschlossen werden können. Als Maß für den Ca2+-Einstrom

diente bei diesen Messungen die initiale Verminderung der Fura-2-Fluoreszenz am isosbesti-

schen Punkt unmittelbar nach Zugabe von Mn2+. Dieser Wert wurde berechnet, indem eine

lineare Regression vor und eine exponentielle Regression nach der Zugabe von Mn2+ durch-

geführt wurden. Danach wurden die Steigungen beider Regressionen zum Zeitpunkt der

Zugabe von Mn2+ bestimmt, und die Differenz aus beiden Steigungen ermittelt (Abb. 4.33

D). Hier ist zu erkennen, daß die Inhibition der ADPR-Bildung bei Stimulation mit ConA zu

einer Verminderung des Ca2+-Einstroms führte, während die Kontrolle bei Stimulation mit

Thapsigargin durch 3GA-Vorinkubation nicht signifikant verändert wurde. Auch bei diesen

Experimenten wurde deutlich, daß in Abwesenheit eines Stimulus ein Leckstrom von Mn2+

in die Zellen auftrat (rote Kurve in Abb. 4.33 C).

4.2.6. Pharmakologische Charakterisierung der am ConA-vermittelten
Calcium-Einstrom beteiligten Signalsysteme

Um die am ConA-vermittelten Ca2+-Einstrom beteiligten Signalsysteme genauer zu charak-

terisieren, wurden [Ca2+]i-Messungen mit weiteren Inhibitoren durchgeführt. Dabei wur-

de deren Wirkung auf den durch ConA-Stimulation ausgelösten Ca2+-Einstrom in Jurkat-

Zellen untersucht. Verwendet wurde hierfür der kompetitive CD38-Inhibitor ara-F-NAD



4. Ergebnisse 80

H

CH2
O

P
O

P
O

OH OH

O O

CH2

N

N N

N

NH2

O

OHOH

O

O

N

F

C

O

NH2

Abbildung 4.34: Struktur des kompetitiven CD38-Inhibitors ara-F-NAD.

(Nicotinamid-2’-deoxy-2’-fluoroarabinosid-adenin-dinucleotid, Muller-Steffner et al. (1992)),

der schon in niedrigen Konzentrationen die Ekto-Enzymaktivität von CD38 komplett inhi-

biert. Die chemische Struktur von ara-F-NAD ist in Abb. 4.34 abgebildet.

Bei CD38 handelt es sich um ein Typ II-Transmembran-Protein (Schuber und Lund, 2004),

das als enzymatische Aktivität hauptsächlich NADase-, aber zu einem geringen Anteil auch

ADP-Ribosylcyclase-Aktivität besitzt. Das aktive Zentrum von CD38, das im N-terminalen

Bereich liegt, befindet sich jedoch außerhalb der Zelle. Diese Tatsache ist als das „topologi-

sche Paradoxon“ bekannt (Übersicht in De Flora et al. (2004)). Aus diesem Grund wird eine

Beteiligung von CD38 an der Erzeugung intrazellulärer Ca2+-mobilisierender Botenstoffe
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Abbildung 4.35: Effekte verschiedener Inhibitoren auf das ConA-vermittelte Ca2+-
Plateau. Jurkat T-Lymphocyten wurden mit Fura-2 beladen und danach mit ConA in nominell Ca2+-
freiem Puffer stimuliert. Der Ca2+-Einstrom wurde durch Zugabe von extrazellulärem Ca2+ wie in der
Legende zu Abb. 4.33 angegeben ermittelt und die Differenz zwischen Basal- und Plateau-Wert auf Ta-
geskontrollen ohne Inhibition normiert (linker Balken). Zur pharmakologischen Charakterisierung der
beteiligten Signalwege wurden die Zellen mit dem CD38-Inhibitor ara-F-NAD (200 nM), dem NAD-
Glycohydrolase-Inhibitor 3GA (100 µM) und/oder dem Tyrosin-Kinase-Inhibitor PP2 (1 µM) vorinku-
biert. Man beachte, daß auch ohne Stimulation ein Leck-Einstrom von Ca2+ auftrat (rechter Balken,
vgl. Abb. 4.29 C), der durch die gestrichelte Linie angedeutet ist (n = 4 − 15, Mittelwerte±SEM,
∗p < 0.05 zur ConA-Kontrolle).
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kontrovers diskutiert.

In Abb. 4.35 ist ersichtlich, daß eine Inhibition der extrazellulären CD38-Aktivität durch

ara-F-NAD keinen Effekt auf das ConA-induzierte [Ca2+]i-Plateau hatte. Hingegen führte

die Inhibtion der ADPR-Bildung durch 3GA, wie schon in Abb. 4.33 dargestellt, zu einer

Reduktion des [Ca2+]i-Plateaus (Abb. 4.35). Außerdem wurde der Tyrosin-Kinase-Inhibitor

PP2 (Hanke et al., 1996) verwendet, der spezifisch Tyrosin-Kinasen der Src-Familie inhibiert.

Die Blockade der Src-Tyrosin-Kinasen (p59fyn und p56lck in T-Zellen) erzeugte ebenfalls eine

signifikante Verminderung des [Ca2+]i-Plateaus (Abb. 4.35). Die Inhibitions-Effekte von

3GA und PP2 waren additiv, weil bei gleichzeitiger Inhibition der NADase- und Tyrosin-

Kinase-Aktivitäten das [Ca2+]i-Plateau so drastisch vermindert wurde, daß der Plateau-Wert

dem Leck-Einstrom von Ca2+ ohne Stimulation mit ConA entsprach (Abb. 4.35).

4.2.7. Physiologische Relevanz des ADPR/TRPM2-Systems bei der Apoptose
von T-Lymphocyten

Um zu untersuchen, ob das ADPR/TRPM2-System in T-Lymphocyten auch eine physiologi-

sche Bedeutung hat, also eine den Ca2+-Signalen nachgeschaltete Antwort hervorruft, wurde

der durch ConA-Stimulation ausgelöste Zelltod in Jurkat-Zellen untersucht. Es ist bekannt,

daß durch Behandlung mit hohen ConA-Konzentrationen in unterschiedlichen Zell-Typen

Apoptose induziert werden kann (Nagase et al., 1998; Suen et al., 2000).

In Kontroll-Versuchen (Abb. 4.36 A) wurden Jurkat-Zellen ohne Zusätze, nach Vorin-
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Abbildung 4.36: Verminderung des durch ConA ausgelösten Zelltodes bei Inhibition der
ADPR-Bildung. (A) Jurkat T-Zellen wurden ohne Zusatz, mit 300 µM 3GA oder mit 1 mM EGTA
für 3 Stunden inkubiert, danach mit einem CASY-Zellzähler automatisch gezählt und die Zellzahl
auf Tageskontrollen ohne Zusätze normiert (n = 3 − 5, Mittelwerte±SEM, ∗p < 0.05 zur Kontrolle
ohne Zusatz). (B) Jurkat T-Zellen wurden zur Inhibition der ADPR-Bildung mit unterschiedlichen
Konzentrationen 3GA vorinkubiert, oder 1 mM EGTA wurde zu den Ansätzen gegeben, um extrazellu-
läres Ca2+ zu komplexieren. Danach wurden die Zellen für 3 Stunden mit 100 µg/ml ConA inkubiert.
Nach Ende der Inkubation wurden die Zellen automatisch gezählt und auf Tageskontrollen mit glei-
chem Inhibitor, aber ohne ConA normiert (n = 3 − 5, Mittelwerte±SEM, ∗p < 0.05 zur Kontrolle
ohne ConA).
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kubation mit 3GA oder in Gegenwart von EGTA zur Komplexierung der extrazellulären

Ca2+-Ionen für 3 Stunden inkubiert und anschließend die Zellzahlen bestimmt. Die Vorbe-

handlung mit 3GA hatte keinen Effekt auf die Zellzahl, während die Ca2+-Depletion durch

EGTA eine leichte Verminderung um etwa 10 % bewirkte.

Bei Behandlung von Jurkat-Zellen mit ConA für drei Stunden wurde eine Reduktion

der Zellzahl auf etwas über die Hälfte gefunden (Abb. 4.36 B, linker Balken). Bei den in

Abb. 4.36 B dargestellten Versuchen wurden die Zellzahlen bei Behandlung mit ConA jeweils

auf Kontrollen mit den gleichen Zusätzen, aber ohne ConA-Stimulation normiert. Die durch

ConA-Behandlung ausgelöste Zellzahl-Verminderung konnte dosisabhängig durch Inhibition

der ADPR-Bildung mit 3GA reduziert werden. Dies zeigte, daß bei ConA-Stimulation der

Ca2+-Einstrom durch Aktivierung des ADPR/TRPM2-Systems für die Einleitung der Apop-

tose notwendig war. Zur Überprüfung dieser Annahme wurden Jurkat-Zellen unter Zusatz

von EGTA zur Komplexierung von extrazellulärem Ca2+ mit ConA behandelt. Auch hier

kam es zu einer deutlichen Reduktion der Zellzahl-Verminderung im Vergleich zur Kontrolle

in Gegenwart von Ca2+.
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5. Diskussion der Ergebnisse

5.1. Analytik von NAADP

Eine Funktion von NAADP als sekundärer Botenstoff zur Erzeugung zellulärer Ca2+-Signale

wird seit längerem diskutiert (Rutter, 2003; Cancela et al., 2003; Chini und De Toledo, 2002;

Genazzani und Billington, 2002; Guse, 2002). Um nachzuweisen, daß es sich bei NAADP

tatsächlich um einen sekundären Botenstoff handelt, sind nach Chini und De Toledo (2002)

folgende Kriterien zu erfüllen:

• Zelluläre NAADP-Konzentrationen müssen bekannt sein.

• Der physiologische Synthese-Weg von NAADP muß charakterisiert worden sein.

• Eine Kopplung der intrazellulären NAADP-Konzentration an externe oder interne Sti-

muli muß gezeigt worden sein.

• Eine Korrelation zwischen einer erhöhten NAADP-Konzentration nach Stimulation

und der Freisetzung von Ca2+-Ionen aus intrazellulären Speichern muß nachgewiesen

worden sein.

Um eine mögliche Rolle von NAADP als sekundärer Botenstoff zu untersuchen, ist da-

her ein Verfahren zu seiner Quantifizierung unbedingt notwendig. Aufgrund der Dosis-

Wirkungskurven für NAADP (Übersicht in Patel et al. (2001); Cancela et al. (2003); Berg

et al. (2000)) und bereits publizierter NAADP-Konzentrationen in Säugetier-Zellen (Mas-

grau et al., 2003; Churamani et al., 2004) ist davon auszugehen, daß sich zelluläre NAADP-

Konzentrationen im niedrigen nanomolaren Bereich bewegen. Aus diesem Grund ist eine sehr

hohe Nachweisempfindlichkeit notwendig, um mit einer praktikablen Zellmenge NAADP di-

rekt quantifizieren zu können.

Eine gebräuchliche Methode zur Bestimmung der Konzentrationen intrazellulärer Nucleo-

tide ist RP-HPLC mit UV-Detektion (Übersicht in Werner (1993)). Beispiele dafür stellen die

Quantifizierung zellulärer cADPR-Konzentrationen (da Silva et al., 1998a) sowie die in der

vorliegenden Arbeit beschriebene Methode zur Messung zellulärer ADPR-Konzentrationen

(siehe Abschnitt 4.2.1) dar. Für die Analytik von NAADP sind solche Methoden jedoch nicht

ausreichend empfindlich, da sie typischerweise ein Detektionslimit im Bereich von 5−10 pmol

aufweisen (Werner, 1993; da Silva et al., 1998a). Zur Quantifizierung nanomolarer NAADP-

Konzentrationen bei Verwendung von 109 Jurkat T-Lymphocyten (dies entspricht einem Vo-

lumen von etwa 1 l Zellkultursuspension, was aus praktischen Gründen die Obergrenze pro

Experiment darstellt) ist aber ein Detektionslimit von nicht mehr als 100 fmol notwendig.
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In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Strategien verfolgt, um eine Methode zur möglichst

sensitiven Quantifizierung von NAADP zu entwickeln:

• Umsetzung von NAADP mit Chloroacetaldehyd zu fluoreszierendem 1, N 6-ε-NAADP

mit anschließender Auftrennung und Quantifizierung durch RP-HPLC.

• Quantifizierung von NAADP mit einem enzymatischen Assay, bei dem sich in Abhän-

gigkeit der NAADP-Menge ein fluoreszierendes Produkt bildet.

Im folgenden werden diese beiden methodischen Ansätze nacheinander diskutiert und an-

schließend mit bisherigen Methoden zur Quantifizierung von NAADP verglichen.

5.1.1. HPLC-basierte Analytik von NAADP

Wie in Abschnitt 4.1.1.1 beschrieben, konnte eine HPLC-basierte Methode zur Quantifizie-

rung von NAADP etabliert werden. Dabei wurde gefunden, daß (i) NAADP durch Derivati-

sierung mit Chloroacetaldehyd zu fluoreszierendem 1, N 6-ε-NAADP umgesetzt werden kann

und (ii) diese Methode die Quantifizierung von NAADP-Mengen bis 500 fmol erlaubt.

Chloroacetaldehyd (Ohkura et al., 1994) und Bromoacetaldehyd (Yoshioka et al., 1984)

reagieren mit Adenin-Gruppen in Nucleotiden und Nucleosiden zu fluoreszierenden 1, N 6-

ε-Derivaten. Diese Derivate können durch RP-HPLC aufgetrennt und quantifiziert werden

(Yoshioka et al., 1984; Yoshioka und Tamura, 1976). Als Vorsäulen-Derivatisierung wurden

solche Verfahren zur Bestimmung von Adenin sowie der zugehörigen Nucleoside und Nucleo-

tide in komplexen biologischen Proben verwendet (Levitt et al., 1984; Yoshioka et al., 1984).

Dabei wurden Detektionslimits von 0.5− 10 pmol erreicht (Ohkura et al., 1994). Bromoace-

taldehyd hat gegenüber Chloroacetaldehyd den Vorteil einer höheren Reaktivität (Yoshioka

et al., 1984), ist aber kommerziell nicht erhältlich.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß verschiedene 1, N 6-ε-Derivate durch

RP-HPLC mit einer C18-Säule auftrennbar waren, und daß NAADP mit CAA zu 1, N 6-ε-

NAADP reagierte. Eine direkte Synthese von 1, N 6-ε-NAADP aus NAADP ist bisher nicht

beschrieben worden. Nach Lee und Aarhus (1998) läßt sich 1, N6-ε-NAADP aus 1, N 6-ε-

NADP enzymatisch mit ADP-Ribosylcyclase aus Aplysia californica durch Austausch der

Nicotinamid-Gruppe gegen Nicotinsäure darstellen. 1, N 6-ε-NAADP läßt sich möglicherwei-

se als Fluoreszenz-Sonde zur Lokalisation intrazellulärer NAADP-Bindungsstellen verwen-

den, weil es sich bei 1, N 6-ε-NAADP um einen NAADP-Agonisten handelt, der im Seeigelei-

System die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern auslösen kann (Lee und Aar-

hus, 1998).

Etheno-Derivate sind relativ schwache Fluorophore mit geringer Quantenausbeute (Leo-

nard, 1993), was das erreichbare Detektionslimit begrenzte. Ein weiteres Problem bei der

Derivatisierung von NAADP bestand darin, daß es im 1, N 6-ε-NAADP-Molekül zu einem

Quenching der Fluoreszenz der Etheno-Gruppe durch den Nicotinsäure-Rest kam. Dabei
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handelte es sich um ein grundsätzliches Problem, das aus der Molekülstruktur von NAADP

resultiert und zu einer Verminderung der Sensitivität der Detektion führte.

Aufgrund eines Fluoreszenz-Anstiegs bei Verwendung eines Methanol-Gradienten muß-

te eine isokratische HPLC-Methode entwickelt werden, um einen konstanten Fluoreszenz-

Hintergrund zu gewährleisten. Eine Subtraktion des durch den Gradienten verursachten

Fluoreszenz-Hintergrunds war nicht möglich, da dieser dazu nicht reproduzierbar genug war.

Unter Verwendung optimierter Reaktionsbedingungen konnten mit der isokratischen HPLC-

Methode 500 fmol NAADP in einem Probenvolumen von 100 µl nachgewiesen werden, was

am unteren Ende des in der Literatur genannten Bereichs von 0.5− 10 pmol (Ohkura et al.,

1994) lag. Eine Kalibrierung zeigte einen linearen Zusammenhang zwischen der eingesetzen

NAADP-Menge und der Fläche der erhaltenen 1, N 6-ε-NAADP-Peaks.

Obwohl die Strategie zur Erhöhung der Nachweisempfindlichkeit für NAADP durch Fluo-

reszenzderivatisierung und anschließende RP-HPLC daher grundsätzlich erfolgreich war,

konnte das angestrebte Detektionslimit von 100 fmol nicht erreicht werden. Bei der Ver-

wendung von Zellextrakten war außerdem zu vermuten, daß es durch deren Komplexi-

tät zur Derivatisierung vieler Adenin-haltiger Verbindungen kommen würde. Eine man-

gelhafte Auftrennung dieser komplexen Proben war zu erwarten, da HPLC-Analytik un-

ter isokratischen Bedingungen meist eine schlechtere Auftrennung im Vergleich zu einer

Gradienten-Elution bietet (Beinert et al., 1989). Ein weiteres Problem bestand im inhären-

ten Fluoreszenz-Quenching von 1, N 6-ε-NAADP: Die Detektion geringer 1, N 6-ε-NAADP-

Mengen wäre in Proben, die Verbindungen ohne intramolekulares Fluoreszenz-Quenching in

ihren 1, N6-ε-Derivaten (z. B. ATP) enthalten, vermutlich sehr problematisch.

Aus den genannten Gründen wurde die Strategie zur Derivatisierung von NAADP mit

CAA und anschließender RP-HPLC mit Fluoreszenz-Detektion nicht weiter verfolgt. Auch

in der Literatur sind keine Verfahren beschrieben, in denen zelluläre NAADP-Mengen durch

HPLC-Verfahren quantifiziert wurden. NAADP konnte zwar aus Zellextrakten durch HPLC

mit einer Anionenaustauscher-Säule zur anschließenden Quantifizierung mit einem Bindungs-

assay (siehe Abschnitt 5.1.3) vorgereinigt werden (Churamani et al., 2004). Die NAADP-

Synthese durch die Basenaustauschreaktion aus NADP konnte ebenfalls mit dieser Methodik

verfolgt werden (Hohenegger et al., 2002). Eine direkte HPLC-Analyse der in Zellextrakten

vorkommenden NAADP-Mengen war aber bisher in keinem Fall möglich.

5.1.2. Quantifizierung von NAADP mit einem Enzym-Assay

Weil durch Vorsäulen-Derivatisierung und RP-HPLC keine ausreichende Empfindlichkeit

zum Nachweis von NAADP erreicht werden konnte, wurde eine andere Nachweis-Methode

etabliert, bei der durch zyklische Enzym-Reaktionen eine starke Amplifikation des ursprüng-

lichen Signals erfolgte. Mit diesem Verfahren war es möglich, NAADP-Standards bis zu ei-

nem Detektionslimit von 25 fmol nachzuweisen, wobei ein linearer Zusammenhang zwischen

dem quantifizierten Fluoreszenzsignal und der eingesetzen NAADP-Menge bestand. Au-

ßerdem konnte gezeigt werden, daß der etablierte Assay durch einen 1000fachen Überschuß
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anderer Substanzen, die in Zellextrakten möglicherweise vorhanden sein könnten, nicht ge-

stört wurde.

Schon seit längerer Zeit sind zyklische Enzym-Assays bekannt, mit denen sich Biomo-

leküle in geringen Mengen nachweisen lassen. So ist nach Goldberg et al. (1969) cGMP

nach Umsetzung zu GTP durch eine zyklische Reaktionsfolge nachweisbar. NAD läßt sich

durch einen zyklischen Assay unter Verwendung von Alkohol-Dehydrogenase und Diaphorase

quantifizieren (Kato et al., 1973). Auch zur Detektion von NADP wurden zyklische Enzym-

reaktionen benutzt. Allgemein wurde dazu wie in der vorliegenden Arbeit eine Kombination

von Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und Diaphorase als Amplifikationssystem verwen-

det. Von Stephon et al. (1992) wurde die Umsetzung von farblosen p-Iodonitrotetrazolium-

Violett zum farbigen p-Iodonitrotetrazolium-Formazan als Indikator-Reaktion verwendet.

Dabei wurde ein Detektionslimit von 600 fmol NADP erreicht (Stephon et al., 1992). Eine

Verbessung des Assay-Prinzips besteht in der Verwendung von Resazurin als Elektronen-

akzeptor in der Indikatorreaktion. Das nicht fluoreszierende Resazurin wird dabei durch

Reduktion in das stark fluoreszierende Produkt Resorufin umgewandelt. Solche Amplifika-

tionsreaktionen mit Resazurin als Elektronenakzeptor wurden zur Bestimmung von Amei-

sensäure (Shahangian et al., 1984) sowie zur Bestimmung von Carnitin (Matsumoto et al.,

1990), beides aus humanem Serum, verwendet.

Zur Etablierung einer Methode für NAADP wurde auf die in der Literatur beschriebenen

Enzym-Assays zur Detektion von NADP zurückgegriffen (Stephon et al., 1992; Wang et al.,

1995; Gibon und Larher, 1997). Diese Verfahren wurden verbessert, indem statt der Bildung

des farbigen p-Iodonitrotetrazolium-Formazans die Umsetzung von Resazurin zu Resorufin

als Indikatorreaktion verwendet wurde, weil die Entstehung eines fluoreszierenden Moleküls

leicht und sensitiv meßbar ist.

Um NAADP mit einem Enzym-Assay nachweisen zu können, der NADP detektiert, muß-

te NAADP zuvor in NADP umgewandelt werden. Bereits kurz nach der Identifikation von

NAADP als Ca2+-mobilisierende Substanz (Lee und Aarhus, 1995) wurde festgestellt, daß

sowohl die ADP-Ribosylcyclase aus Aplysia californica als auch humanes CD38 die Umset-

zung von NADP zu NAADP katalysieren können (Aarhus et al., 1995), wenn auch unter

unphysiologischen Bedingungen (d. h. bei einem sauren pH-Wert und in Gegenwart hoher

Konzentrationen an Nicotinsäure). Bisher war nicht bekannt, ob sich diese Enzym-Reaktion

unter geeigneten Bedingungen auch umkehren läßt. In der vorliegenden Arbeit konnte dies

durch HPLC-Analytik gezeigt werden.

Im folgenden wurde die Umwandlungsreaktion von NAADP zu NADP dem Enzym-Assay

zum Nachweis von NADP vorgeschaltet. Durch diese Reaktionsfolge war es daher mög-

lich, auf bereits etablierte Methoden zum Nachweis von NADP zurückzugreifen, diese durch

Modifikation der Indikatorreaktion zu verbessern, und schließlich zur Quantifizierung von

NAADP zu nutzen.

Während der Etablierung des NAADP-Enzym-Assays wurden durch Lee und Mitarbei-

ter zwei Methoden zur Quantifizierung von cADPR (Graeff und Lee, 2002a) und NAADP
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(Graeff und Lee, 2002b) mit einem ähnlichen Verfahren publiziert. Dabei wurden in beiden

Fällen zyklische Enzymreaktionen mit NAD/NADH als Substrat verwendet. Als Amplifika-

tionsenzyme dienten dabei Alkohol-Dehydrogenase und Diaphorase, als Indikator-Reaktion

wurde wie in der vorliegenden Arbeit die Bildung von Resorufin aus Resazurin genutzt. Zum

Nachweis von cADPR (Graeff und Lee, 2002a) wurde dieses in Gegenwart von Nicotinamid

durch die ADP-Ribosylcyclase aus Aplysia californica zu NAD umgesetzt, das dann durch die

Amplifikationsreaktionen quantifiziert wurde. Dabei betrug das Detektionslimit für cADPR

50−100 fmol pro Reaktionsansatz (Graeff und Lee, 2002a). Die erreichte Empfindlichkeit war

damit deutlich besser als die einer HPLC-basierten Nachweismethode für cADPR (da Sil-

va et al., 1998a) und vergleichbar mit einer Radioimmunassay-Methode (Takahashi et al.,

1995). Dies zeigt die Leistungsfähigkeit zyklischer Enzym-Assays, die Amplifikationsreak-

tionen verwenden.

Der von Graeff und Lee (2002b) entwickelte NAADP-Assay unterscheidet sich von dem in

der vorliegenden Arbeit beschriebenen in mehreren Punkten: NAADP wurde nicht zu NADP

umgesetzt und dann direkt quantifiziert, sondern zuerst durch eine Alkalische Phosphatase

an der 2’-Position der Ribose in der Adenosin-Gruppe zu NAAD dephosphoryliert. Anschlie-

ßend wurde das entstandene NAAD durch Nicotinamid-Mononucleotid-Adenylyltransferase

(NMN-AT) in Gegenwart eines hohen Überschusses an Nicotinamid-Mononucleotid zu NAD

konvertiert. Dieses wurde dann wie beim Enzym-Assay für cADPR (Graeff und Lee, 2002a)

nachgewiesen. Das Detektionslimit der Methode betrug 300 fmol NAADP. Im Vergleich zu

dem in dieser Arbeit beschriebenen NAADP-Assay hatte die Methode nach Graeff und Lee

(2002b) mehrere Nachteile:

1. Für den Assay wurde das Enzym NMN-AT benötigt, das kommerziell nicht erhält-

lich ist und aus Schweine-Leber in einer aufwendigen Prozedur (Magni et al., 1997)

aufgereinigt werden muß.

2. Zur Umsetzung von NAADP über NAAD zu NAD waren zwei enzymatische Reak-

tionen notwendig, die Inkubationszeiten über Nacht erforderten. Im Vergleich ist die

Umsetzung von NAADP zu NADP mit nur einem Enzym und innerhalb von einer

Stunde möglich.

3. Das Detektionslimit für NAADP lag um etwa eine Größenordnung über dem, das mit

dem hier beschriebenen Assay erreicht wurde.

Ein Vorteil der Methode zur NAADP-Messung nach Graeff und Lee (2002b) bestand darin,

daß mit diesem Assay auch die Bestimmung von Nicotinsäure im mikromolaren Konzentra-

tionsbereich möglich war. Bisher war kein anderer enzymatischer Assay bekannt, der die

Messung von Nicotinsäure ermöglichte.

Ein grundsätzliches Problem bei der Quantifizierung von Biomolekülen durch Enzym-

Assays besteht in der Anwesenheit möglicherweise störender Substanzen in den Proben.

Bei dem in der vorliegenden Arbeit entwickelten NAADP-Assay war es entscheidend, daß
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kein NADP in den Proben enthalten war. Dieses wäre durch die Amplifikationsreaktionen

nachgewiesen worden und hätte so zu falsch positiven Signalen geführt. Aus diesem Grund

wurde vor der Reaktion zur Umsetzung von NAADP zu NADP ein enzymatischer Verdau

der Proben mit NADase durchgeführt. NAADP wird nach Graeff und Lee (2002b) durch

NADasen nicht abgebaut. Dies konnte auch durch eigene Versuche bestätigt werden: Bei der

Inkubation von NAADP-Standards mit NADase und anschließender Quantifizierung kam es

zwar zu einem Verlust eines Teils des Signals im Vergleich zu Kontrollen. Vermutlich war dies

aber eher darauf zurückzuführen, daß es bei der Hitzeinaktivierung zu einer Co-Präzipitation

von NAADP mit dem denaturierten Enzym kam. Letzlich führte daher der NADase-Verdau

bei der Quantifizierung von Standards zu einem gewissen Verlust der Empfindlichkeit.

Um sicherzustellen, daß geringe NADP-Kontaminationen, die nach dem NADase-Verdau

noch vorhanden waren, die Meßergebnisse nicht verfälschten, wurden alle Reaktionen in

An- und Abwesenheit der ADP-Ribosylcyclase in der Umwandlungsreaktion von NAADP

zu NADP durchgeführt. Die aus den Ansätzen ohne Cyclase erhaltenen Fluoreszenzwerte

stellten den NADP-Hintergrund dar und wurden zur Korrektur der mit Cyclase gemessenen

Fluoreszenzwerte verwendet. Auf diese Weise konnte das spezifische NAADP-Signal ermittelt

und vom NADP-Hintergrund unterschieden werden.

Um kontaminierende Substanzen zu entfernen, wurde von Graeff und Lee (2002b) eine

Enzym-Mischung aus NADase und Apyrase verwendet. Es konnte gezeigt werden, daß 12

andere Nucleotide nicht mit der NAADP-Bestimmung interferierten (Graeff und Lee, 2002b).

In ähnlichen Versuchen wurden in der vorliegenden Arbeit 19 Nucleotide und andere Substan-

zen auf eine Interferenz mit dem NAADP-Assay untersucht. Dabei wurde bei Verwendung

eines 1000fachen Überschusses in keinem Fall eine Abweichung von mehr als 10% gegenüber

den Kontrollen gefunden. Da durch die Vorreinigung der Zellextrakte aus Jurkat-Zellen

durch Festphasenextraktion an einer Anionenaustauscher-Matrix andere Komponenten der

Zellextrakte zusätzlich abgereichert wurden, war eine Interferenz durch störende Substanzen

sehr unwahrscheinlich.

5.1.3. Bestimmung intrazellulärer NAADP-Konzentrationen

Die von Graeff und Lee (2002b) entwickelte Methode zur Messung von NAADP wurde nur

mit NAADP-Standards durchgeführt, jedoch nicht mit Zellextrakten als Proben. Zur Quan-

tifizierung von NAADP in Zellextrakten konnte bisher nur ein kompetitiver radioaktiver

Bindungsassay mit Seeigelei-Homogenaten und [32P]-NAADP durchgeführt werden (Billing-

ton et al., 2002; Churamani et al., 2004). Bei diesem Verfahren werden Bindungsstellen

für NAADP in Seeigelei-Homogenaten (Billington und Genazzani, 2000) ausgenutzt, deren

molekulare Identität bis heute ungeklärt ist. Der NAADP-Rezeptor in Seeigeleiern konnte

zwar initial charakterisiert (Berridge et al., 2002b; Dickinson und Patel, 2003; Churamani

et al., 2005), jedoch bisher nicht zur Homogenität aufgereinigt werden. Zur Bestimmung von

NAADP-Konzentrationen wird bei dieser Methode die irreversible Bindung von NAADP an

die NAADP-Bindungsstellen in den Seeigelei-Homogenaten (Billington und Genazzani, 2000)
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ausgenutzt.

Mit dieser Methode wurde in aktivierten Spermien aus Seeigeln eine NAADP-Konzentra-

tion von 4 µM bestimmt (Billington et al., 2002). Unter Verwendung der gleichen Methode

konnten Masgrau et al. (2003) zeigen, daß Stimulation von β-Pankreas-Zellen mit Glucose

zu einer Erhöhung der intrazellulären NAADP-Menge führte. Nach weiterer Verbessung der

Methode konnten durch Churamani et al. (2004) die Konzentrationen von NAADP in Ery-

throcyten (16 nM), Hepatocyten aus Ratten (4.5 nM) und E. coli -Zellen (2.5 nM) quantifiziert

werden.

Im Vergleich mit der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Methode weist der kom-

petitive Bindungsassay deutliche Nachteile auf: Für die Durchführung werden Homogenate

aus Seeigeleiern benötigt, die kommerziell nicht erhältlich sind. Ferner muß in einer auf-

wendigen Synthese [32P]-NAADP hergestellt werden, was anschließend eine umfangreiche,

HPLC-basierte Reinigung erfordert (Galione et al., 2000). [32P]-NAADP ist außerdem wegen

seiner radioaktiven Strahlung und der kurzen Halbwertszeit schwer zu handhaben.

Als Extraktionsmethode für NAADP aus Zellen wurde von Churamani et al. (2004) eine

Lyse der Zellen in 10%iger Trichloressigsäure verwendet. Nach Entfernung der präzipitier-

ten Proteine wurden die Proben durch Extraktion mit Diethylether neutralisiert und die

Nucleotide durch Anionenaustauscher-Chromatographie aufgereinigt. Die Elution erfolgte

mit TFA-Lösungen steigender Konzentration, womit eine Wiederfindung von 88% erreicht

wurde. Anschließend wurden die Proben gefriergetrocknet und mit NADase und Apyrase

behandelt, um interferierende Substanzen zu entfernen. Dieses Verfahren ist im Prinzip mit

dem in dieser Arbeit verwendeten Protokoll zur NAADP-Extraktion vergleichbar: Hierbei

wurde ebenfalls eine Extraktion mit Trichloressigsäure, eine Neutralisation mit Diethylether

und eine Festphasen-Extraktion mit einer Anionenaustauscher-Matrix und Trifluoressigsäure

als Elutionsmittel durchgeführt. Der enzymatische Verdau vor dem zyklischen Enzym-Assay

erfolgte hingegen nur durch NADase. Möglicherweise könnte das Protokoll dadurch verbes-

sert werden, daß zusätzlich eine enzymatische Behandlung mit Apyrase durchgeführt wird.

Beide Meßverfahren erwiesen sich als sensitiv genug, um damit zelluläre NAADP-Konzen-

trationen im niedrigen nanomolaren Bereich quantifizieren zu können. Mit dem zyklischen

NAADP-Assay können NAADP-Mengen von 25 fmol nachgewiesen werden, was einer Kon-

zentration von 125 pM in der Probe entspricht. Die sigmoidale Eichkurve des Radioimmu-

nassays (Churamani et al., 2004) gestattet keine direkte Ermittlung eines Detektionslimits,

weshalb die Empfindlichkeit nicht direkt mit der des NAADP-Assay vergleichbar ist. Durch

den sigmoidalen Verlauf der Eichkurve ist eine Bestimmung von sehr hohen oder sehr nied-

rigen NAADP-Konzentrationen außerhalb des linearen Bereichs der Kurve von 100 pM bis

10 nM jedoch nur ungenau möglich. Ein grundsätzliches Problem eines Bindungsassays mit

Zellhomogenaten besteht darin, daß eine metabolische Aktivität der Homogenate nicht aus-

geschlossen werden kann. Daher ist es prinzipiell möglich, daß es während der Inkubation

zur Bindung von NAADP an den Rezeptor zu einer Metabolisierung des NAADP kommt,

was zu einer Verfälschung der Meßergebnisse führen würde.
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Mit dem entwickelten Enzym-Assay wurden mehrere Bestimmungen basaler NAADP-

Konzentrationen in unstimulierten Jurkat T-Lymphocyten durchgeführt. Dabei wurde eine

mittlere intrazelluläre NAADP-Konzentration von 6.6 nM ermittelt. Dieser Wert lag im

gleichen Bereich wie die in anderen eukaryontischen Zellen gefundenen Konzentrationen

von 4.5 − 16 nM (Churamani et al., 2004), was die Eignung des entwickelten Assays zur

Messung intrazellulärer NAADP-Konzentrationen zeigte. Mit dieser Methode war es da-

her erstmals möglich, die Konzentration von NAADP in Zellen ohne die Verwendung von

Seeigelei-Homogenaten und [32P]-NAADP zu bestimmen.

Die Basal-Konzentration von NAADP in Jurkat T-Lymphocyten ist bisher mit keinem

anderen Verfahren quantifiziert worden, weshalb ein Vergleich des in dieser Arbeit gefunde-

nen Wertes nicht möglich ist. Aus Mikroinjektions-Experimenten mit den gleichen Zellen

ist aber bekannt, daß eine Injektion von 50 − 100 nM NAADP zu einer raschen Erzeu-

gung globaler Ca2+-Signale durch Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speicher führte

(Berg et al., 2000). Die Injektion von NAADP-Lösungen niedrigerer Konzentration (30 nM)

löste hingegen zuerst subzelluläre Ca2+-Signale aus, die verzögert auch in globale Signa-

le übergingen (Dammermann und Guse, 2005). Aus diesen Daten folgt, daß der ermittelte

NAADP-Basalwert von 6.6 nM unterhalb der Konzentrationen lag, die zelluläre Ca2+-Signale

hervorrufen können, und sich damit in einem biologisch sinnvollen Bereich befand.

Zur Berechnung der intrazellulären NAADP-Konzentration wurde das mit einem Zellzäh-

ler bestimmte durchschnittliche Zellvolumen verwendet. Dabei konnte nicht berücksichtigt

werden, daß in der Zelle feste Strukturen vorhanden sind, so daß das Verteilungsvolumen

für NAADP vermutlich kleiner als das Zellvolumen war. Außerdem war nicht auszuschlie-

ßen, daß in der Zelle lokal höhere Konzentrationen an NAADP vorliegen. Solche lokalen

Konzentrationsunterschiede sind aber mit den bisher zur Verfügung stehenden Techniken

für NAADP nicht analysierbar.

Die ermittelte basale NAADP-Konzentration läßt nur schwer mit weiteren publizierten

NAADP-Konzentrationen vergleichen, die auf die Proteinmengen der Proben normiert wur-

den. Von Masgrau et al. (2003) wurden NAADP-Mengen in β-Pankreas-Zellen der Maus

vor und nach Stimulation mit Glucose bestimmt. Dabei wurde ein Basalwert von etwa

12 pmol/mg Protein ermittelt, und eine Verdopplung nach Stimulation für 10 min gefun-

den. In diesen Versuchen konnte zum ersten Mal gezeigt werden, daß zelluläre NAADP-

Konzentrationen durch physiologische Stimulation ansteigen. In Acinus-Zellen des Pankreas

der Maus wurde eine basale NAADP-Konzentration von etwa 0.5 pmol/mg Protein ermittelt,

die bereits 5 sec nach Stimluation der Zellen mit Cholecystokinin auf das etwa 6fache anstieg

(Yamasaki et al., 2005b). Danach fiel die NAADP-Konzentration innerhalb von einer Minute

wieder auf den Basalwert ab. Stimulation der Zellen mit Acetylcholin hatte dagegen keine

Erhöhung der NAADP-Konzentration zur Folge.

In ersten Versuchen wurden Änderungen der NAADP-Konzentration in Jurkat T-Lympho-

cyten nach Stimulation mit dem monoklonalen Antikörper OKT3 gemessen, der eine quasi-

physiologische Aktivierung des T-Zell-Rezeptor/CD3-Komplexes bewirkt. Dabei wurde eine
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rasche Erhöhung der basalen NAADP-Konzentration bereits nach 20 sec gefunden, die für

mindestens 20 min erhalten blieb (Sören Bruhn, Andreas H. Guse, persönliche Mitteilung).

Wenn sich diese Werte in weiteren Versuchen bestätigen lassen, würde dies auf eine Funktion

von NAADP bei der Erzeugung von Ca2+-Signalen in T-Zellen hindeuten.

Die Ergebnisse von Masgrau et al. (2003) und Yamasaki et al. (2005b) sowie die ersten Ver-

suche zur stimulationsabhängigen Konzentrationsänderung von NAADP in T-Lymphocyten

deuten darauf hin, daß es sich bei NAADP um einen sekundären Botenstoff handeln könnte.

Damit sind zwei der Kriterien nach Chini und De Toledo (2002) erfüllt: Zelluläre NAADP-

Konzentration sind bekannt und meßbar, und eine stimulationsabhängige Erhöhung konnte

gezeigt werden. Der physiologische Syntheseweg von NAADP ist dagegen noch nicht genau

charakterisiert, obwohl eine Beteiligung von CD38 an der Synthese postuliert wurde (Chi-

ni et al., 2002), und am Abbau vermutlich eine durch Ca2+ regulierte, für die 2’-Position

spezifische Phosphatase beteiligt ist (Berridge et al., 2002a). Um einen kausalen Zusammen-

hang zwischen stimulationsabhängiger NAADP-Bildung und Ca2+-Freisetzung zu zeigen,

wäre die Synthese von membranpermeablen NAADP-Antagonisten sehr nützlich. Mit Hilfe

solcher Substanzen könnten Ca2+-Signale in intakten Zellen unter Stimulationsbedingungen

untersucht werden, die zu einer Erhöhung der NAADP-Konzentration führen, um so die

Bedeutung des NAADP-Systems für die Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Speichern zu

untersuchen. Zusammenfassend konnte durch die in den letzten Jahren gewonnenen Erkennt-

nisse die Vermutung erhärtet werden, daß es sich bei NAADP um einen Ca2+-mobilisierenden

Botenstoff handelt.

5.2. Funktion von ADPR als Calcium-mobilisierender Botenstoff

in T-Zellen

In den letzten Jahren erlangte ADPR zunehmend Aufmerksamkeit als putativer Botenstoff,

der verschiedene Plasmamembran-Ionenkanäle reguliert. Zuerst wurde eine modulatorische

Wirkung von ADPR auf Ca2+-aktivierte K+-Kanäle in Glattmuskel-Zellen aus Coronar-

Arterien gezeigt (Li et al., 1998). Später wurde ADPR als Agonist des Ionenkanals TRPM2

beschrieben (Perraud et al., 2001; Sano et al., 2001; Wehage et al., 2002). Zwar wird eine

Beteiligung von TRPM2 an der Erzeugung intrazellulärer Ca2+-Signale vermutet (Perraud

et al., 2004; Ayub und Hallett, 2004), die physiologische Rolle seines Agonisten ADPR ist

jedoch unklar. Zelluläre ADPR-Konzentrationen konnten bisher in Zellen, die TRPM2 ex-

primieren, nicht bestimmt werden. Daher war es entscheidend, eine Methode zu entwickeln,

die die Quantifizierung von zellulärem ADPR erlaubt, um so einen Einblick in die physio-

logische Funktion dieses Moleküls zu erhalten und seine mögliche Rolle in der Generierung

zellulärer Ca2+-Signale zu untersuchen.
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5.2.1. Quantifizierung intrazellulärer ADPR-Konzentrationen durch HPLC

In der vorliegenden Arbeit wurde eine HPLC-Methode entwickelt, die die Quantifizierung

intrazellulärer ADPR-Konzentrationen erlaubt (Gasser und Guse, 2005). Nach Optimierung

des Extraktionsprotokolls wurden basale ADPR-Konzentrationen von 44 µM in humanen

Jurkat-T-Lymphocyten und 73 µM in murinen BW5147-Thymocyten ermittelt. Durch Ver-

suche mit artifiziellen Proben konnte ausgeschlossen werden, daß es zu einem signifikanten

Zerfall von NAD zu ADPR während der Extraktion kam. Die Identität und Homogeni-

tät des ADPR-Peaks wurde durch Auftrennung der Zellextrakte mit zwei unterschiedlichen

HPLC-Säulen sowie durch Aufnahme eines UV-Spektrums gezeigt.

Bisher war keine Methode verfügbar, um zelluläre ADPR-Konzentrationen direkt zu mes-

sen. Die einzige Ausnahme stellt ein Verfahren zur Bestimmung von ADPR in Erythrocyten

dar (Guida et al., 1992), das aus drei aufeinander folgenden Fraktionierungen von Extrak-

ten aus roten Blutzellen besteht. Dieses Verfahren ist jedoch auf andere Zell-Typen nicht

übertragbar, weil die hohe Konzentration von Hämoglobin in diesen Zellen eine spezielle Ex-

traktion erforderte. Bei diesen Versuchen wurde nur eine sehr niedrige ADPR-Konzentration

von 0.45 µM gefunden (Guida et al., 1992).

Extrazelluläres ADPR kann nach Bobalova et al. (2002) durch Derivatisierung mit Chloro-

acetaldehyd zu 1, N 6-ε-ADPR bestimmt werden. Dazu wurden alle Adenin-haltigen Nucleo-

tide und Nucleoside im Zellkultur-Überstand von Mesenterial-Arterien nach elektrischer

Stimluation derivatisiert und durch HPLC mit Fluoreszenz-Detektion analysiert. Obwohl

mit dieser Methode ein sehr niedriges Detektionslimit von 10 fmol ADPR (Bobalova et al.,

2002) erreicht werden konnte, war das Verfahren auf Zellextrakte wegen der Komplexität der

Proben nicht anwendbar; im Gegensatz zu Zellextrakten enthielten die Zellkultur-Überstände

nur sehr wenige Komponenten.

Zur Auftrennung von Biomolekülen in komplexen Proben wird häufig HPLC unter Um-

kehrphasen-(Reversed Phase)-Bedingungen (RP-HPLC) in der Gegenwart eines Ionenpaar-

Reagenzes verwendet. Mit dieser Methodik ist z. B. die Analyse von Nucleotiden, Nucleosi-

den und Nucleobasen in biologischen Proben möglich (Übersicht in Werner (1993)). Unter

RP-HPLC versteht man die Trennung von Analyten an einer unpolaren stationären Pha-

se unter Verwendung einer polaren mobilen Phase (Beinert et al., 1989). Dabei dienen als

stationäre Phase häufig poröse Kieselgele, die mit Alkylgruppen unterschiedlicher Länge be-

schichtet sind. Als mobile Phasen werden meist Puffer/Methanol-, Puffer/Acetonitril- oder

Puffer/Dioxan-Systeme eingesetzt. Die Retention an einer RP-Kieselgel-Phase nimmt mit

dem hydrophoben Charakter der Analyten zu. Daraus folgt, daß ionische Substanzen oft eine

sehr geringe Retention zeigen und daher schlecht trennbar sind. Um dem abzuhelfen kann

der mobilen Phase ein Ionenpaar-Reagenz zugesetzt werden, wobei man zur Auftrennung

saurer Verbindungen häufig Tetraalkylammonium-Salze verwendet. Die negativ geladenen

Probensubstanzen bilden mit den organischen Kationen des Ionenpaar-Reagenzes ein elek-

trisch neutrales Ionenpaar, das ähnlich wie eine ungeladene Substanz durch hydrophobe

Wechselwirkung mit der Umkehrphase zurückgehalten wird. Die Retention der Proben wird
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dabei durch den hydrophoben Charakter der Alkyl-Ketten des Ionenpaar-Reagenzes kon-

trolliert: Der unpolare Charakter und damit auch die Retention der gebildeten Ionenpaare

nimmt mit steigender Länge der Alkylketten zu (Beinert et al., 1989).

Nucleobasen und ihre Derivate enthalten starke Chromophore, die eine Absorption im

UV-Bereich von 240 − 270 nm aufweisen. Diese Eigenschaft wird häufig zur Detektion der

Verbindungen verwendet, wobei mit HPLC-Techniken für die meisten Adenin-Derivate ein

Detektionslimit von 5 − 10 pmol erreicht werden kann (Werner, 1993). Um eine Methode

zur Quantifizierung von ADPR in Zellextrakten zu etablieren, wurde als Ausgangspunkt ein

Protokoll zur Bestimmung des sekundären Botenstoffes cADPR (da Silva et al., 1998a) ver-

wendet. Bei dieser Methode wurden Zellextrakte nacheinander mit zwei unterschiedlichen

HPLC-Methoden aufgetrennt: Zuerst erfolgte eine Trennung mit einer Anionenaustauscher-

Säule, die mit einem Trifluoressigsäure-Gradienten eluiert wurde. Die Fraktion, die cADPR

enthielt, wurde gesammelt und durch Gefriertrocknung eingeengt. Diese Fraktion wurde da-

nach durch RP-HPLC in Gegenwart eines Ionenpaar-Reagenzes weiter aufgetrennt. cADPR

konnte mit dieser Methode mit einem Detektionslimit von 10 pmol nachgewiesen und quan-

tifiziert werden (da Silva et al., 1998a). Dieses Verfahren hatte durch die Verwendung von

zwei unterschiedlichen Säulentypen einige Nachteile: Die Technik war durch das manuelle

Sammeln der Fraktionen aus der Anionenaustauscher-Chromatographie zeit- und arbeits-

aufwendig, und die Einengung der Fraktionen durch Gefriertrocknung stellte einen weiteren

Zeitfaktor dar.

Der zweite Teil der cADPR-Bestimmung nach da Silva et al. (1998a) wurde als Aus-

gangspunkt verwendet, um mit einer Mischung aus diversen Nucleotiden und anderen in

Zellextrakten erwarteten Substanzen eine optimale Abtrennung von ADPR zu erzielen. Dies

konnte nach Optimierung des verwendeten Gradientens erreicht werden, da keine der 13

getesteten Substanzen mit ADPR co-eluierte.

Ein wesentlicher Punkt bei der Etablierung einer Methode zur Quantifizierung von ADPR

war die Entwicklung eines Protokolls zur Extraktion aus Zellen. Dabei war entscheidend,

daß metabolische Enzyme sofort zu Beginn der Extraktion inaktiviert wurden, weil sich

durch die Aktivität dieser Enzyme die Konzentration von Metaboliten wie ADPR verändern

könnte. Zur Extraktion intrazellulärer Nucleotide ist die Lyse der Zellen in Perchlorsäure

oder Trichloressigsäure die Methode der Wahl (Werner, 1993). Im Rahmen dieser Arbeit

wurden beide Reagenzien getestet. Bei Verwendung von Perchlorsäure wurden die Extrakte

mit Kaliumhydroxid-Lösung neutralisiert. Dabei kam es allerdings zu starken Schwankungen

in den Wiederfindungs-Raten, möglicherweise durch den Verlust von Nucleotiden durch Co-

Präzipitation mit dem Niederschlag von Kaliumperchlorat bei der Neutralisation. Deswegen

wurde die Extraktion von ADPR mit Trichloressigsäure mit anschließender Neutralisati-

on durch Extraktion mit wassergesättigtem Diethylether (Simmonds und Harkness, 1981)

durchgeführt. Eine ähnliche Extraktions- und HPLC-Methode wurde z. B. auch zur Bestim-

mung intrazellulärer Konzentrationen von Nucleosid-Triphosphaten verwendet (Huang et al.,

2003); dabei wurden für die unterschiedlichen Substanzen Wiederfindungsraten von 82−121%
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bestimmt, was in etwa der hier entwickelten Methode für ADPR entsprach (68 − 92%).

Obwohl mit Standard-Substanzen eine hervorragende Trennung bei Verwendung einer C18-

RP-Säule erreicht werden konnte, war es nicht möglich, die neutralisierten Zellextrakte direkt

zur HPLC-Analytik zu verwenden, weil die Trennung der ungereinigten Zellextrakte nicht

befriedigend war. Außerdem nahm die Trennleistung bei wiederholter Analyse der gleichen

Probe von Lauf zu Lauf ab, und es kam zu einem deutlichen Anstieg des Gegendrucks

der Säule. Dies deutete daraufhin, daß es durch Kontaminationen in den Proben zu einer

Degradation der Säulenmatrix und/oder Verstopfung der Säule kam.

Um diese Probleme zu lösen wurden die Proben durch eine Festphasen-Extraktion an einer

Anionenaustauscher-Matrix gereinigt. Grundsätzlich wurde das Prinzip aus der Methode zur

cADPR-Bestimmung nach da Silva et al. (1998a) übernommen, aber dadurch vereinfacht,

daß die erste HPLC-Trennung durch eine Festphasenextraktion mit einer Stufen-Elution er-

setzt wurde. Eine Festphasenextraktion bietet grundsätzlich eine schlechtere Aufreinigungs-

Wirkung im Vergleich zu einer HPLC-Methode; die erreichte Reinigung reichte jedoch aus,

weil danach die direkte Auftrennung der Eluate per RP-HPLC möglich war. Ein weite-

res Problem bei einer Festphasenextraktion besteht in der unspezifischen Adsorption von

Probenbestandteilen an die Plastik-Oberflächen der verwendeten Gefäße. Dies stellt insbe-

sondere bei der Analyse von Substanzen ein Problem dar, die wie cADPR (da Silva et al.,

1998a) oder NAADP (siehe Abschintt 4.1) nur in sehr geringen Konzentrationen in Zellen

vorkommen. Bei der Bestimmung von ADPR war dies aber kein Problem, weil die erwar-

teten Konzentrationen deutlich höher lagen, was durch die Ergebnisse bestätigt wurde (in

Jurkat T-Lymphocyten: 44 µM ADPR, 0.5 µM cADPR, 6.6 nM NAADP).

Mit der etablierten HPLC-Methode wurde ein Detektionslimit von 5 pmol ADPR erreicht.

Die Retentionszeiten von ADPR-Standards waren stabil (Präzision innerhalb einer Woche

99%) und die Korrelation zwischen ADPR-Stoffmengen und Peak-Flächen war im getesteten

Bereich bis 50 nmol ADPR linear. Da in 106 T-Zellen ADPR-Mengen von mindestens 50 pmol

vorhanden waren, war die Methode ausreichend sensititiv zur Quantifizierung von endogenem

ADPR.

Ein wichtiger Punkt ist die Identität und Homogenität des ADPR-Peaks: Grundsätzlich

kann durch HPLC-Analytik nicht die Gleichheit, sondern nur die Verschiedenartigkeit zwei-

er Substanzen nachgewiesen werden. Daher ist es nur möglich, die Übereinstimmung zweier

Substanzen durch den Vergleich ihrer Eigenschaften mit mehreren unterschiedlichen Trenn-

verfahren zu testen. Um dies für den mit der C18-Säule erhaltenen ADPR-Peak durchzufüh-

ren, wurde die gleiche Analytik mit einer C12-Säule wiederholt, wobei ähnliche Ergebnisse

für ADPR-Konzentration und Wiederfindung ermittelt wurden. Dies sprach dafür, daß es

sich bei dem Peak um ADPR handelte, da die zweimalige Co-Elution einer Kontamination

mit ADPR bei Verwendung von zwei unterschiedlichen Säulen unwahrscheinlich war. Ein

weiteres Argument für die Reinheit des ADPR-Peaks stellte sein UV-Spektrum dar, das

mit dem eines ADPR-Standards übereinstimmte. Zusammenfassend ist es daher sehr wahr-

scheinlich, daß es sich bei dem als ADPR betrachteten Peak tatsächlich um ADPR ohne
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Kontaminationen handelte.

Für die Bestimmung von ADPR in Zellextrakten wäre es problematisch, wenn es während

der Extraktion durch Hydrolyse der N -glycosidischen Bindung zwischen der Nicotinamid-

Gruppe und dem C1-Atom der Ribose zur Bildung von ADPR kommen würde, weil in

Zellen eine relativ hohe Konzentration an freiem NAD vorliegt (Jacobson und Jacobson,

1976). Der saure Aufschluß von Zellen in Gegenwart von Perchlorsäure oder Trichloressig-

säure stellt zwar eine allgemein anerkannte Methode dar, um hydrolyse-empfindliche Mo-

leküle wie Nucleosid-Triphosphate zu extrahieren (Werner, 1993; Huang et al., 2003). Um

einen Zerfall von NAD zu ADPR aber sicher auszuschließen, wurden Extraktionen mit ar-

tifiziellen Proben durchgeführt, die aus BSA als Protein sowie bekannten Mengen an NAD

und/oder ADPR bestanden. Dabei waren die gemessenen ADPR-Mengen in den Proben, die

zusätzlich NAD enthielten, nicht größer als in Kontrollen ohne NAD, womit ein signifikanter

Zerfall von NAD zu ADPR während der Extraktion ausschlossen werden konnte.

Um intrazelluläre Nucleotide zu quantifizieren gibt es verschiedene methodische Ansät-

ze: Erstens die Trennung durch RP-HPLC in Gegenwart eines Ionenpaar-Reagenzes (wie

hier beschrieben), zweitens zyklische Enzym-Assays, und drittens Hochleistungs-Kapillar-

elektrophorese (HPCE). Zyklische Enzym-Assays sind für NAD (Kato et al., 1973), NADP

(Stephon et al., 1992) und cGMP (Goldberg et al., 1969) seit längerem bekannt, und wurden

kürzlich auch für zelluläres cADPR (Graeff und Lee, 2002a) sowie für NAADP-Standards

(Graeff und Lee, 2002b) verwendet. In Abschnitt 4.1.2 ist außerdem ein Enzym-Assay zur

Quantifizierung von zellulärem NAADP beschrieben. Solch eine Methode konnte jedoch für

ADPR nicht etabliert werden, weil eine enzymatische Umsetzung von ADPR zu NAD, das

mit einem zyklischen Enzym-Assay leicht quantifizierbar wäre (Kato et al., 1973), wegen des

Reaktionsmechanismus von NAD-Glycohydrolasen (Cakir-Kiefer et al., 2000) nicht möglich

ist. Der größte Vorteil solcher Enzym-Assays, nämlich ihre hohe Senstivität, wurde zur Ana-

lytik von ADPR jedoch auch nicht benötigt, weil die ADPR-Menge einer relativ geringen

Zellzahl bereits über dem Detektionslimit der HPLC-Methode lag.

HPCE erlaubt eine sehr schnelle Trennung von Nucleotiden und verwandten Verbindungen

(Geldart und Brown, 1998; Fu et al., 2003), benötigt aber spezielle Geräte und weist eine

relativ geringe Sensitivität auf. Außerdem ist zur Bestimmung von ADPR bisher keine

solche Methode verfügbar. Eine Möglichkeit zur Erhöhung der Detektionsempfindlichkeit

der HPCE wäre die Derivatisierung von ADPR mit Chloroacetaldehyd und anschließende

Analytik der Proben durch HPCE mit Fluoreszenz-Detektion.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen ADPR-Konzentrationen lagen deutlich über

der Konzentration von 0.1 µM, ab der es zu einer dosisabhängigen Erhöhung der Offenwahr-

scheinlichkeit von Ca2+-abhängigen K+-Kanälen in Glattmuskelzellen aus Coronar-Arterien

kam (Li et al., 1998, 2002). Falls die ADPR-Konzentration in diesen Zellen der in Lym-

phocyten entspricht, würde ADPR durch ständige Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit

als konstitutiver Aktivator dieser Kanäle wirken. Hingegen sind die zur Aktivierung von

TRPM2 benötigten ADPR-Konzentrationen mit mehr als 60 µM (EC50 = 90 µM) deutlich
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höher (Perraud et al., 2001; Sano et al., 2001; Wehage et al., 2002). Die gefundenen ADPR-

Konzentrationen in nicht aktivierten Lymphocyten lagen unterhalb dieser Schwelle bzw. im

unteren Bereich der Dosis-Wirkungskurve. Daher kann man davon ausgehen, daß im Ruhe-

zustand der Zellen die meisten TRPM2-Kanäle in einem geschlossenen Zustand vorliegen.

Eine basale ADPR-Konzentration knapp unterhalb der Aktivierungs-Schwelle von TRPM2-

Kanälen würde es den Zellen erlauben, eine schnelle Aktivierung vieler Kanäle durch eine

geringe Erhöhung der ADPR-Konzentration zu erreichen. Dies wäre von Vorteil für schnelle

Signalprozesse, wie z. B. die mit TRPM2 in Verbindung gebrachten Vorgänge der Apoptose

und der Reaktion auf oxidativen Streß (Hara et al., 2002; Fonfria et al., 2004, 2005; Perraud

et al., 2005).

Die einzige bekannte ADPR-Konzentration in einem anderen Zelltyp stellt der von Guida

et al. (1992) bestimmte Wert von 0.45 µM in Erythrocyten dar. Dieser läßt sich allerdings

nur schlecht mit dem Wert in T-Lymphocyten vergleichen, weil es sich bei Erythrocyten um

kernlose Zellen handelt, die keine aktiven Signalsysteme mehr besitzen; außerdem ist nicht

bekannt, ob in Erythrocyten TRPM2 exprimiert wird. Daher ist es unwahrscheinlich, daß

ADPR in diesen Zellen eine Funktion als Signalmolekül zukommt, was den Unterschied in

der ADPR-Konzentration im Vergleich zu T-Zellen erklären könnte.

5.2.2. ConA-induzierte Bildung von ADPR

Nach Etablierung der HPLC-Methode zur Quantifizierung von ADPR wurden die zellulären

ADPR-Konzentrationen in T-Lymphocyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Stimula-

tion mit einer hohen Konzentration des Lektins ConA quantifiziert. Dabei wurde ein rascher

Anstieg auf ungefähr das 1.5fache des Basalwertes gefunden, der für mindestens 20 min erhal-

ten blieb. Bei Vergleich der Kinetik der ADPR-Konzentration mit der [Ca2+]i-Erhöhung fiel

auf, daß der [Ca2+]i-Anstieg der Zunahme der ADPR-Mengen zeitlich eng folgte. Deshalb

wurde vermutet, daß ein Zusammenhang zwischen den beiden Vorgängen bestehen könnte.

Eine Funktion von ADPR als Ca2+-mobilisierender Botenstoff wurde bereits mehrfach po-

stuliert (Perraud et al., 2003a, 2004). Das entscheidende Kriterium zum Nachweis, daß es

sich bei ADPR wirklich um einen sekundären Botenstoff handelt, besteht aber darin, eine

stimulationsabhängige Änderung seiner Konzentration zu zeigen. Solche Daten sind in der

Literatur bisher nicht vorhanden. Ein indirekter Hinweis auf eine Funktion von ADPR als

Botenstoff ergibt sich aus einer Arbeit von Fonfria et al. (2004): Hier wurde gezeigt, daß

Inhibition von Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARPs) den durch oxidativen Streß vermit-

telten Ca2+-Einstrom verminderte. Daraus folgerten die Autoren, daß eine Stimulation von

Zellen mit Wasserstoffperoxid durch einen Prozeß, an dem PARPs beteiligt waren, zu einer

Akkumulation von ADPR im Cytosol und dadurch zur Aktivierung von TRPM2 führte.

Ähnliche Ergebnisse wurden von Perraud et al. (2005) veröffentlicht. Sie konnten zeigen,

daß die ADPR-bindende Domäne im C-terminalen Nudix-Box-Motiv von TRPM2 (siehe

Abschnitt 1.4.2) notwendig war, damit TRPM2 durch oxidativen Streß aktiviert werden

konnte. Außerdem konnte die Aktivierung von TRPM2 durch cytosolische Überexpressi-
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on von Enzymen mit ADPR-Hydrolase-Aktivität sowie durch Behandlung der Zellen mit

NADase-Inhibitoren vermindert werden. Daraus wurde ein Modell abgeleitet, nach dem es

durch oxidativen Streß zur Bildung von ADPR in Mitochondrien kommt, das danach ins

Cytosol gelangt und zur Aktivierung von TRPM2 führt (Perraud et al., 2005). Ein ähnliches

Modell wurde auch von Ayub und Hallett (2004) postuliert: Danach führt eine Erhöhung von

[Ca2+]i zur Produktion von ADPR in Mitochondrien, das anschließend ins Cytosol freigesetzt

wird und dadurch TRPM2 aktiviert.

Trotz der vorhandenen Modellvorstellungen fehlte bisher der entscheidende Beweis für die

Funktion von ADPR als sekundärer Botenstoff, der zur Aktivierung von TRPM2 und damit

zum Ca2+-Einstrom führt: Eine stimulationsabhängige Bildung von ADPR konnte erstmals

in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Diese Erkenntnis stellt damit einen wesentlichen

Schritt zur Etablierung von ADPR als sekundären Botenstoff dar.

TRPM2 kann außer der direkten Aktivierung durch ADPR durch eine Erhöhung der loka-

len Ca2+-Konzentration co-aktiviert werden (McHugh et al., 2003). Kürzlich wurde gezeigt,

daß auch cADPR als Co-Aktivator für TRPM2 wirken kann und die Sensitivität des Kanals

für ADPR erhöht (Kolisek et al., 2005). Daher stellt die gefundene stimulationsabhängige

Erhöhung der ADPR-Konzentration um den Faktor 1.5 vermutlich eine stärkere Aktivierung

dar, als aus den ersten Berichten zur Aktivierung von TRPM2 durch ADPR (Perraud et al.,

2001; Sano et al., 2001) zu vermuten war: Durch die Stimulation von T-Zellen mit ConA

kommt es zur einer schnellen Bildung von InsP3 (Behl et al., 1987) und wahrscheinlich auch

von cADPR (Guse et al., 1999), wodurch die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Spei-

chern ausgelöst wird (Behl et al., 1987; Guse et al., 1995). Auf diese Weise führt nach der

Zell-Aktivierung der gleichzeitige Anstieg der Konzentrationen von ADPR, cADPR und Ca2+

zu einer gemeinsamen Aktivierung von TRPM2. Nach der Öffnung von TRPM2 entsteht

durch den Einstrom von Ca2+ eine weitere Erhöhung von [Ca2+]i, so daß auch nach Ende der

InsP3- und cADPR-vermittelten Ca2+-Freisetzung eine Co-Stimulation durch Ca2+ auftritt.

Die Co-Aktivierung von TRPM2 durch den Ca2+-Einstrom bewirkt schließlich eine positive

Rückkopplung des Systems. Daher ist die notwendige Voraussetzung zur Aktivierung von

TRPM2 vermutlich die Erhöhung der ADPR-Konzentration, die nach Überschreitung eines

Schwellenwertes gemeinsam mit den Co-Stimuli Ca2+ und cADPR eine irreversible Akti-

vierung des Kanals auslöst. Die lokalen ADPR-Konzentrationen könnten außerdem über

den ermittelten globalen Konzentrationen liegen, weil die Biosynthese von ADPR mögli-

cherweise nur an bestimmten Stellen in der Zelle stattfindet, z. B. in der Nachbarschaft von

Signalprotein-Komplexen in der Plasmamembran. Solche lokalen ADPR-Konzentration sind

aber mit den zur Verfügung stehenden Methoden nicht bestimmbar und daher spekulativ.

5.2.3. Expression von TRPM2 in T-Lymphocyten

Insgesamt sind in der Literatur sechs Transkripte beschrieben, die aus dem TRPM2-Gen

mit der chromosomalen Lokalisation 21q22.3 transkribiert werden (siehe Abb. 1.8): Außer

der Vollängen-Form wurden eine ∆C-Form, bei der Exon 27 fehlte, und eine ∆N-Form, bei
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der ein Teil von Exon 11 fehlte, beschrieben (Wehage et al., 2002). Die beiden deletierten

Varianten traten auch kombiniert als ∆N∆C-Form auf. Ferner wurden eine als TRPM2-SF

bezeichnete, dominant negativ wirksame, C-terminal trunkierte Form (Zhang et al., 2003),

und eine als SSF-TRPM2 bezeichnete, funktionale, N-terminal trunkierte Form (Uemura

et al., 2005) gefunden.

Aus der mRNA von Jurkat-Zellen wurden bei RT-PCR-Experimenten im Bereich der

Exons 11 und 27 Amplifikate erhalten, die im N-terminalen Bereich nur für die Vollängen-

Form codierten, während im Bereich von Exon 27 zwei Amplifikate entstanden, die sowohl für

die Vollängen-Form als auch die ∆C-Isoform codierten. Durch diese Versuche konnte daher

auf Ebene der mRNA die parallele Expression der Vollängen-Form und der ∆C-Isoform

gezeigt werden. Eine Expression der ∆N-Variante konnte in Jurkat-Zellen nicht festgestellt

werden; auch in der Literatur wurde nur in einem einzigen Bericht die Expression der ∆N-

Form beschrieben, und zwar in neutrophilen Granulocyten (Wehage et al., 2002). Nach

Perraud et al. (2003a) handelte es sich dabei möglicherweise um ein Klonierungsartefakt.

Zum Zeitpunkt der Experimente waren in der Literatur außer der Vollängen-Form nur die

Varianten ∆N, ∆C und ∆N∆C bekannt. Durch Meinke (2005) wurde kürzlich gefunden, daß

Jurkat-Zellen zusätzlich zu den oben genannten Formen auch die SSF-Isoform von TRPM2

exprimierten, die bisher nur in humanen Striatum-Zellen nachgewiesen wurde (Uemura et al.,

2005). Die Expression der unterschiedlichen TRPM2-Isoformen konnte außerdem auf Ebene

der Proteine in Western-Blot-Experimenten gezeigt werden (Meinke, 2005).

Die Ergebnisse der RT-PCR-Experimente sind auch mit einer zusätzlichen Expression der

C-terminal trunkierten, nicht funktionalen Isoform TRPMP2-S (Zhang et al., 2003) verein-

bar. Bei dieser Form kommt es durch Fehl-Spleißen zur Erzeugung eines Stopp-Codons hinter

Exon 16. Die Expression dieser TRPM2-Form wäre durch 3’-RACE-Versuche analysierbar,

z. B. ausgehend von den gegen Exon 11 gerichteten Primern. Eine Untersuchung der Expres-

sion dieser Form wäre insbesondere deshalb interessant, weil diese durch die Western-Blot-

Experimente von Meinke (2005) nicht nachweisbar war, da der dabei verwendete Antikörper

gegen ein in TRPM2-S nicht vorhandenes Epitop gerichtet war.

In den erhaltenen Amplifikaten wurden durch Sequenzierung und Vergleich mit der Da-

tenbank-Sequenz von TRPM2 drei Mutationen festgestellt. Diese waren jedoch entweder

still, weil nur die dritte Base eines Codons ausgetauscht war, wobei es nicht zur Verände-

rung der codierten Aminosäure kam, oder befanden sich innerhalb der Primersequenzen,

d. h. entstanden durch fehlerhafte Synthese der Primer. Desweiteren könnte es sich bei den

aufgetretenen Mutation um Artefakte durch die PCR-Amplifikation gehandelt haben.

In der Literatur ist die Expression von TRPM2 in diversen Geweben beschrieben. Nach

Perraud et al. (2001) wird TRPM2 unter anderem in Knochenmark, Milz, Herz, Leukocyten,

Leber, Lunge, Nieren, Prostata, Hoden und Skelettmuskel exprimiert. Außerdem wurde eine

Expression in der monocytären Zell-Linie U937 (Sano et al., 2001) sowie in neutrophilen

Granulocyten (Heiner et al., 2003), Microglia-Zellen (Kraft et al., 2004), Jurkat T-Zellen

(Zhang et al., 2003) und in der Insulinoma-Zell-Linie CRI-G1 (Inamura et al., 2003) gezeigt.
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Insofern war die Feststellung nicht überraschend, daß TRPM2 auch in der verwendeten

Jurkat-Linie JMP exprimiert wurde. Unerwartet war hingegen das Ergebnis, daß die SSF-

Isoform, die bisher nur in Striatum-Zellen gefunden wurde (Uemura et al., 2005), in Jurkat-

Zellen exprimiert wurde (Meinke, 2005). Ob es sich dabei um eine Eigenart der Jurkat-Zell-

Linie handelte, und inwiefern diese Expression auch in primären humanen T-Zellen auftrtitt,

ist noch zu untersuchen.

Die Funktionalität der exprimierten TRPM2-Proteine in Jurkat-Zellen konnte durch Patch

Clamp-Experimente demonstriert werden (Fliegert, 2005). Dabei wurde in Übereinstimmung

mit Perraud et al. (2001) und Sano et al. (2001) bei einem physiologischen Membranpotential

ein durch ADPR aktivierbarer, einwärts gerichteter Kationen-Strom gefunden. Dieser wies

eine lineare Strom-Spannungs-Kurve auf, die mit der von TRPM2 übereinstimmte (Flie-

gert, 2005). Da TRPM2 der einzige bekannte Ionenkanal ist, der durch ADPR aktivierbar

ist, konnte durch diese Experimente in Verbindung mit den RT-PCR-Analysen und den

Western-Blot-Versuchen die Expression und Funktionalität von TRPM2 in Jurkat-Zellen

gezeigt werden.

5.2.4. Pharmakologische Charakterisierung der am ConA-vermittelten
Calcium-Einstrom beteiligten Signalsysteme

Der durch hohe ConA-Konzentrationen induzierte Ca2+-Einstrom wurde auf Inhibition durch

verschiedene Substanzen getestet. Dabei wurde gefunden, daß der Ca2+-Einstrom (i) ei-

ne relativ geringe Empfindlichkeit gegen Gd3+ besaß, (ii) durch den NAD-Glycohydrolase-

Inhibitor 3GA vermindert wurde und (iii) der Ekto-CD38-Inhibitor ara-F-NAD keinen Ein-

fluß auf den Ca2+-Einstrom hatte.

Wie in Abschnitt 1.3.2 beschrieben, kommt es in vielen Zell-Typen durch Depletion intra-

zellulärer Ca2+-Speicher zu einem Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum (Übersicht in

Penner und Fleig (2004)). Die molekularen Grundlagen dieses zuerst von Putney (1986) als

„kapazitativer Ca2+-Einstrom“ und später von Clapham (1995) als „Speicher-vermittelter

Ca2+-Einstrom“ bezeichneten Phänomens sind bis heute nicht komplett geklärt. In Mast-

zellen konnte durch Patch Clamp-Messungen ein durch Depletion der intrazellulären Ca2+-

Speicher auslösbarer Strom über die Plasmamembran charakterisiert werden, der als ICRAC

bezeichnet wurde (Hoth und Penner, 1992). Ein vergleichbarer Strom wurde auch in T-

Lymphocyten nachgewiesen (Hoth, 1995). Der bisher unbekannte Kanal, der Ursache des

ICRAC-Strom ist, zeichnet sich durch folgende Eigenschaften aus (Penner und Fleig, 2004): (i)

Extrem hohe Selektivität für Ca2+ unter physiologischen Ionenverhältnissen, (ii) einwärts-

gleichrichtende Wirkung, (iii) sehr geringe Einzelkanal-Leitfähigkeit, (iv) Ca2+-abhängige

Inaktivierung (Hoth und Penner, 1993; Zweifach und Lewis, 1995) und (v) Inhibition durch

geringe Gd3+-Konzentrationen (Ross und Cahalan, 1995). Es wurde zwar vermutet, daß

ICRAC durch ein Mitglied der TRP-Kanal-Familie getragen wird (Birnbaumer et al., 1996),

aber die molekulare Identität des Kanals ist bis heute unklar, und eine Beteiligung von

TRP-Kanälen ist ebenfalls umstritten (Penner und Fleig, 2004).
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Seit längerem ist bekannt, daß die Stimulation von T-Zellen durch Lektine (Lewis und Ca-

halan, 1989) oder durch Quervernetzung des TCR/CD3-Komplexes (Partiseti et al., 1994)

zur Aktivierung eines Ca2+-Einstroms führte, der die Charakteristika des ICRAC-Stroms

besaß. Als Mechanismus wurde vermutet, daß es durch die Aktivierung von Membranrezep-

toren zur Bildung von InsP3 durch die Phospholipase C-γ (PLC-γ) kam. Die durch InsP3

ausgelöste Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern führte durch die Depletion

dieser Speicher dann zur Aktivierung des klassischen ICRAC-Stroms.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es durch Stimulation von Jurkat-T-

Lymphocyten mit hohen ConA-Konzentrationen zusätzlich zu dem bekannten ICRAC zur

Aktivierung eines weiteren, durch TRPM2 verursachten Ca2+-Einstroms kam. Dabei wur-

den mehrere Inhibitoren verwendete, um die durch ConA aktivierten Ca2+-Einstrom-Wege

pharmakologisch zu differenzieren: Zuerst wurde die Sensitivität des durch ConA oder Thap-

sigargin ausgelösten Ca2+-Einstroms gegen Gd3+ untersucht. Der SERCA-Inhibitor Thapsi-

gargin (Übersicht in Treiman et al. (1998)) diente dabei dazu, indirekt durch passive Deple-

tion der InsP3-abhängigen intrazellulären Ca2+-Speicher den Ca2+-Einstrom durch ICRAC

auszulösen (Premack et al., 1994). Dabei ergab sich für Stimulation mit Thapsigargin ein

IC50-Wert von etwa 60 nM Gd3+, der gut mit dem von Ross und Cahalan (1995) ermittel-

ten Wert von 28 nM zur Inhibition des ICRAC-vermittelten Ca2+-Plateaus in Thymocyten

übereinstimmte. Im Gegensatz dazu wurde für das durch hohe ConA-Konzentrationen aus-

gelöste Ca2+-Plateau ein IC50-Wert von ca. 0.75 µM gefunden, d. h. der ConA-induzierte

Ca2+-Einstrom war um mehr als eine Größenordnung weniger sensitiv gegen Gd3+ als der

klassische ICRAC. Dies deutete daraufhin, daß die Stimulation der Zellen mit ConA zur

Aktivierung eines von ICRAC verschiedenen Kanals führte, der zum Ca2+-Einstrom beitrug.

Nach Lewis und Cahalan (1989) ist bekannt, daß nach Stimulation von T-Zellen mit nied-

rigen Lektin-Konzentrationen ein Ca2+-Einstrom durch ICRAC ausgelöst wird. Daher ist zu

vermuten, daß bei Verwendung hoher ConA-Konzentrationen ebenfalls ICRAC aktiviert wird,

es aber zusätzlich zu einem Ca2+-Einstrom durch mindestens einen weiteren Kanal kommt,

bei dem es sich um TRPM2 handeln könnte. Für diese Vermutung sprach auch, daß der

ADPR-induzierbare Strom durch TRPM2 durch 10 µM Gd3+ nicht inhibiert werden konn-

te (Xu et al., 2005). Aus diesen Ergebnissen ergab sich in Verbindung mit den Daten zum

Anstieg der ADPR-Konzentration folgende Arbeitshypothese: Nach Stimulation von Jurkat-

Zellen mit hohen ConA-Konzentrationen kam es zur intrazellulären Bildung von ADPR, das

TRPM2 aktivierte und damit einen Ca2+-Einstrom auslöste, sowie parallel zur Aktivierung

eines durch ICARC vermittelten Ca2+-Einstroms durch Bildung von InsP3 sowie cADPR und

dadurch ausgelöste Depletion intrazellulärer Speicher.

Um den Anteil des ADPR/TRPM2-Systems am Ca2+-Einstrom nach ConA-Stimulation

weiter zu untersuchen, wurde der Inhibitor Cibacron Blue (3GA) verwendet. Dabei handelt

es sich um eine Substanz, die ursprünglich an ein Polymer gekoppelt zur Affinitätschromato-

graphie von NAD-bindenden Proteinen verwendet wurde (Dean und Watson, 1979; Subrama-

nian, 1984). Durch Yost und Anderson (1981), Kim et al. (1993) und Li et al. (2002) konnte
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gezeigt werden, daß 3GA auch als hochpotenter kompetitiver Inhibitor (IC50 ≈ 50 nM) von

NAD-Glycohydrolasen wirkt. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß bei Vorinku-

bation von Jurkat-Zellen die ConA-induzierte ADPR-Bildung vollständig blockiert wurde.

Daher wurde der Ca2+-Einstrom in Jurkat-Zellen bei ConA-Stimulation mit und ohne In-

hibition der ADPR-Bildung verglichen. Die Blockierung der ADPR-Bildung führte zu einer

signifikanten Verminderung sowohl der Peak- als auch der Plateau-Phase des durch ConA

ausgelösten Ca2+-Einstroms. Dagegen wurde der durch Thapsigargin induzierte, ICRAC-

vermittelte Ca2+-Einstrom durch die Inhibition der ADPR-Bildung nicht vermindert. Die-

se Ergebnisse bestätigten das oben dargestellte Modell, wonach die Stimulation mit ho-

hen ConA-Konzentrationen zwei Ca2+-Einstrom-Wege aktiviert, von denen einer durch das

ADPR/TRPM2-System und der andere durch den ICRAC-Kanal getragen wird. Ähnliche Er-

gebnisse wurden auch erhalten, wenn der Ca2+-Einstrom indirekt als Mn2+-Einstrom quan-

tifiziert wurde (Kass et al., 1990; Glennon et al., 1992; Shibuya und Douglas, 1992). Der

Vorteil dieser Technik bestand darin, daß Sekundäreffekte der Erhöhung von [Ca2+]i durch

den Ca2+-Einstrom ausgeschlossen werden konnten. Auch hier konnte der ConA-induzierte

Einstrom durch Inhibition der ADPR-Bildung reduziert werden, während der durch Thapsi-

gargin induzierte Einstrom durch ICRAC unverändert blieb. Ein Problem bei Verwendung von

3GA als Inhibitor bestand in seiner pleiotropen Wirkung: Außer als kompetitiver NADase-

Inhibitor wirkt 3GA als potenter Antagonist von purinergen P2Y-Rezeptoren (Burnstock und

Warland, 1987; Surprenant, 1996). Diese Tatsache war in den durchgeführten Versuchen aber

nicht problematisch, weil Jurkat-Zellen keine P2Y-Rezeptoren exprimieren (Budagian et al.,

2003). Vereinzelt wurde außerdem eine reversible Inhibition von Phospolipase A2 (Barden

et al., 1980; Szabo et al., 1995) und von PI3-Kinase (Claes et al., 2004) berichtet, allerdings

mit weit höheren IC50-Konzentrationen als zur Inhibition der NADase nötig.

Durch die Versuche mit 3GA konnte gezeigt werden, daß das ConA-induzierte Ca2+-

Signale durch Blockade von NADasen signifikant reduziert werden konnte. Die einzigen

bekannten Enzyme mit NADase-Aktivität in humanen Zellen sind die Oberflächen-Antigene

CD38 und CD157 (Übersicht in Metha und Malavasi (2000)). Bei CD38 handelt es sich

um ein Typ II-Transmembran-Protein mit kleinem intrazellulären Teil, während CD157 mit

einem GPI-Anker in der Membran verankert ist und sich daher komplett außerhalb der

Zelle befindet. Bei beiden Enzymen ist das aktive Zentrum im Extrazellulärraum lokali-

siert, weshalb für ihre Beteiligung an der Erzeugung intrazellulärer Ca2+-mobilisierender

Botenstoffe ein Transport der Substrate und Produkte durch die Zellmembran notwendig

ist (Franco et al., 1998; Zocchi et al., 1998). Diese eigentümliche Lokalisation von CD38

ist auch als das „topologische Paradoxon“ bekannt (Übersicht in De Flora et al. (2004)).

Um eine Beteiligung von CD38 am ConA-induzierten Ca2+-Einstrom zu untersuchen, wur-

de der nicht membranpermeable, kompetitive CD38-Inhibitor ara-F-NAD (Muller-Steffner

et al., 1992) verwendet. Da sich bei Inhibition der CD38-Aktivität keine Verminderung

des ConA-induzierten Ca2+-Einstroms ergab, konnte eine Funktion von Ekto-CD38 für das

ADPR/TRPM2-System ausgeschlossen werden. Da ara-F-NAD zur Inhibition von CD38
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extrazellulär zu den Zellen gegeben wurde, kann aus diesen Experimenten eine Beteiligung

von intrazellulär lokalisiertem CD38 nicht ausgeschlossen werden. In der Literatur gibt es

Berichte über eine Lokalisation von CD38 in der Kernhülle (Gerasimenko et al., 1995; Khoo

und Chang, 2002), in Mitochondrien (Ziegler et al., 1997; Liang et al., 1999) und in intrazel-

lulären Vesikeln (Yamada et al., 1997; Zocchi et al., 1999); bei allen Formen befindet sich das

aktive Zentrum aber topologisch außerhalb der Zelle. Eine Beteiligung dieser CD38-Formen

an der Erzeugung intrazellulärer Botenstoffe ist daher umstritten (da Silva et al., 1998b;

De Flora et al., 2004).

Weitere Versuche wurden mit dem Inhibitor PP2 (Hanke et al., 1996) durchgeführt, der

spezifisch für Tyrosinkinasen der Src-Familie ist. In T-Lymphocyten werden durch PP2

die Proteine p56lck und p59fyn inhibiert (Hanke et al., 1996). Eine Hemmung dieser Kina-

sen bewirkte ebenfalls eine Reduktion des Ca2+-Signals bei Stimulation mit hohen ConA-

Konzentrationen. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da es nach Aktivierung von Oberflächen-

rezeptoren auf T-Zellen unter Beteiligung von Tyrosin-Kinasen der Src-Familie zur Aktivie-

rung von Signalwegen kommt (siehe Abschnitt 1.2), die zur Synthese von InsP3 und damit

zur Aktivierung von ICRAC führen. Dieser Effekt war additiv zur Inhibition durch 3GA,

da bei gleichzeitiger Inhibition mit beiden Substanzen der Ca2+-Einstrom auf Kontrollwer-

te reduziert werden konnte. Durch Inhibition mit PP2 wird daher der ICRAC-Anteil des

Ca2+-Signals nach ConA-Stimulation ausgeschaltet. Möglicherweise kommt es jedoch auch

zu einer Reduktion des durch das ADPR/TRPM2-System bewirkten Signals, weil nicht aus-

geschlossen werden kann, daß auch zur Aktivierung der ADPR-Synthese Tyrosin-Kinasen

notwendig sind.

Neben der direkten Bildung von ADPR aus NAD durch NAD-Glycohydrolasen ist ein wei-

terer Syntheseweg für ADPR in Zellen beschreiben: Durch Fonfria et al. (2004) wurde gezeigt,

daß die Aktivierung von TRPM2 nach Applikation von oxidativem Streß durch Inhibitoren

von Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARPs) vermindert werden kann. Daraus folgerten die

Autoren, daß es durch oxidativen Streß zur Aktivierung von PARPs kommt, die NAD spal-

ten und ADPR-Monomere auf nucleäre Proteine übertragen (Virag und Szabo, 2002). Freies

ADPR kann danach durch die Aktivität von Poly(ADP-Ribose)-Glycohydrolasen (PARGs)

und ADP-Ribosyl-Proteinlyasen entstehen (Virag und Szabo, 2002). Im Vergleich zu T-

Zellen ist wahrscheinlich, daß es in den verwendeten TRPM2-überexprimierenden HEK-293-

Zellen zur Aktivierung anderer Signalwege kommt, zumal die verwendeten Stimuli (Quer-

vernetzung von Oberflächen-Rezeptoren durch ConA versus extrazellulärer Applikation von

Wasserstoffperoxid zur Erzeugung von oxidativem Streß) unterschiedlich waren.

5.2.5. Physiologische Relevanz der ADPR/TRPM2-Systems

Bei dem durch Aktivierung von TRPM2 durch ADPR ausgelösten Strom durch die Plas-

mamembran handelt es sich bei physiologischen Ionenkonzentrationen ganz überwiegend um

den Fluß von Na+-Ionen in das Innere der Zelle. Dies konnte durch Versuche gezeigt wer-

den, bei denen nach TRPM2-Aktivierung Na+-Ionen komplett durch organische Kationen
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(N -Methyl-D-glucamin, NMDG) ersetzt wurden, für die TRPM2 wegen ihrer Größe nicht

permeabel ist (Wehage et al., 2002). Unter diesen Bedingungen wurde der von TRPM2

getragene Strom fast auf den Nullwert reduziert, konnte allerdings durch Erhöhung der ex-

trazellulären Ca2+-Konzentration auf 10 mM zu einem geringen Teil wiederhergestellt wer-

den. Aufgrund dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob durch Aktivierung von TRPM2

überhaupt ausreichend Ca2+-Ionen in die Zelle strömen können, um dort eine signifikante

Erhöhung von [Ca2+]i zu bewirken.

Durch Mikroinjektion von ADPR in Jurkat T-Zellen unter gleichzeitiger Einzelzell-Mes-

sung von [Ca2+]i konnte gezeigt werden, daß es durch Erhöhung der intrazellulären ADPR-

Konzentration zu einem Einstrom von Ca2+ aus dem Extrazellulärraum kam, der eine deut-

liche Erhöhung von [Ca2+]i bewirkte (Matthias F. Langhorst, Andreas H. Guse, persönliche

Mitteilung). In Abwesenheit von extrazellulärem Ca2+ kam es dagegen nicht zu einem An-

stieg von [Ca2+]i, was zeigte, daß ADPR-induzierte Ca2+-Signale durch Ca2+-Einstrom und

nicht durch Freisetzung aus intrazellulären Speichern erstanden. Da nach Bastide et al.

(2002) auch eine direkte Wirkung von ADPR auf Ryanodin-Rezeptoren möglich schien, wur-

den die Versuche auch unter Co-Injektion einer hohen Ryandin-Konzentration durchgeführt,

die zu einer Inaktivierung der Ryandin-Rezeptoren führte. Dabei wurde keine deutliche Ver-

minderung des Ca2+-Signals gefunden. Durch diese Versuche konnte zum ersten Mal gezeigt

werden, daß durch Aktivierung von TRPM2 durch ADPR unter physiologischen Bedingun-

gen ausreichend Ca2+-Ionen in die Zelle gelangen, um eine signifikante Erhöhung von [Ca2+]i
zu bewirken.

Um die Frage zu untersuchen, ob der durch ADPR-Bildung und TRPM2-Aktivierung aus-

gelöste Ca2+-Einstrom eine Relevanz für die durch die T-Zell-Aktivierung ausgelösten Pro-

zesse besitzt, wurde die Induktion der Apoptose in T-Zellen durch ConA untersucht. Aus der

Literatur ist bekannt, daß Stimulation mit hohen ConA-Konzentrationen (> 30 µg/ml) in

diversen Zell-Typen Apoptose induzieren kann (Nagase et al., 1998; Suen et al., 2000), woran

Tyrosin-Kinasen und/oder Cytochrom c beteiligt sind. Der genaue Mechanismus ist jedoch

noch unklar. Durch die vorliegende Arbeit konnte gezeigt werden, daß es in Jurkat-Zellen

bei Stimulation mit derartig hohen ConA-Konzentrationen zur intrazellulären Bildung von

ADPR und dadurch zur Aktivierung von TRPM2 kommt. Durch Zählung der Zellen nach

Stimulation mit ConA wurde gefunden, daß es bereits drei Stunden später zu einer deutlichen

Verminderung der Zellzahl um 40−45% kam. Durch Inhibition der ADPR-Bildung mit 3GA

konnte diese Verminderung dosis-abhängig blockiert werden. Dies deutete daraufhin, daß die

Bildung von ADPR mit nachfolgender Aktivierung von TRPM2, die zum Einstrom von Ca2+

und Na+ aus dem Extrazellulärraum führte, für den Prozeß der ConA-vermittelten Apoptose

notwendig war. Dies konnte durch Kontrollexperimente bestätigt werden, bei denen nicht

die ADPR-Bildung, sondern der Ca2+-Einstrom durch Komplexierung des extrazellulären

Ca2+ blockiert wurde: Hier kam es ebenfalls zu einer Verminderung des Zelltodes. Daraus

ergab sich, daß es nach ConA-Stimulation durch das ADPR/TRPM2-System zu einem mas-

siven und langanhaltenden Ca2+-Einstrom kam, der in den Zellen das Apoptose-Programm
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auslöste.

In der Literatur sind bereits einige Berichte über die physiologische Relevanz von TRPM2

für zelluläre Vorgänge vorhanden: Hara et al. (2002) konnten zeigen, daß HEK-293-Zellen

durch die Expression von TRPM2 empfindlicher für oxidativen Streß wurden, der eine

Auslösung des Zelltods bewirkte. Ferner wurde dort in der nativ TRPM2-exprimierenden

Insulinoma-Zell-Linie CRI-G1 eine Beteiligung von TRPM2 am TNFα-induzierten Zelltod

gezeigt. Nach Zhang et al. (2003) konnte die Suszeptibilität gegen den durch oxidativen Streß

induzierten Zelltod durch Expression der negativ dominanten TRPM2-S-Isoform reduziert

werden. Auch Fonfria et al. (2004) postulierten eine Funktion von TRPM2 bei der Reaktion

auf oxidativen Streß, wobei durch diesen eine Aktivierung von PARPs stattfand, die an der

Bildung von ADPR beteiligt waren. Die Freisetzung von freiem ADPR aus NAD als Reaktion

auf oxidativen Streß erfolgte vermutlich aus Mitochondrien (Perraud et al., 2005). Auch für

die Cytotoxizität des amyloiden β-Peptides, das an der Genese der Alzheimer-Erkrankung

beteiligt ist, wurde eine Beteiligung von TRPM2 gefunden (Fonfria et al., 2005). Zusammen-

fassend wird eine Funktion von TRPM2 als zellulärer Sensor für oxidativen Streß postuliert,

durch dessen Aktivierung ein massiver Einstrom von Na+ und Ca2+ in die Zelle ausgelöst

wird. Dadurch wird einerseits eine Depolarisation der Zellmembran und andererseits eine

Ca2+-Überladung bewirkt, was in den Zellen das Apoptose-Programm in Gang setzt und so

zum Zelltod führt. Diese Hypothese konnte durch die eigenen Versuche zur ConA-induzierten

T-Zell-Apoptose bestätigt werden, weil auch hierbei eine Inhibition der ADPR-Bildung oder

des Ca2+-Einstroms die Zellzahlverminderung blockierte.

5.2.6. Regulation des Calcium-Einstroms durch das ADPR/TRPM2-System

Nach den oben dargestellten Ergebnissen ist das ADPR/TRPM2-System ein wichtiger Regu-

lator des Ca2+-Einstroms in T-Lymphocyten. Demnach sind am Einstrom von Ca2+ mehrere

Kanäle beteiligt: Der bisher unbekannte Kanal, der den durch Speicher-Depletion induzier-

baren Ca2+-Strom ICRAC trägt, und der Kanal TRPM2, der durch ADPR als Agonist sowie

durch die Co-Stimuli cADPR und Ca2+ reguliert wird.

Eine genaue Steuerung von [Ca2+]i ist entscheidend, um zelluläre Prozesse wie Proliferati-

on, Differenzierung, Motilität oder Zelltod zu regulieren (Übersicht in Bootman et al. (2001)).

Daher können Zellen durch Aktivierung unterschiedlicher Ca2+-Einstrom-Wege verschiedene

Arten von Ca2+-Signalen erzeugen, und so diverse Zellfunktionen aktivieren (Berridge et al.,

2003). Es ist schon länger bekannt, daß eine Stimulation von T-Lymphocyten mit niedri-

gen Konzentrationen von Lektinen wie z. B. ConA eine proliferative Wirkung auf T-Zellen

hat (Powell und Leon, 1970; Boldt et al., 1975). Eine schematische Darstellung der dabei

ablaufenden Prozesse ist in Abb. 5.1 auf Seite 105 dargestellt.

Bei dieser Stimulation kommt es durch Quervernetzung von Oberflächenproteinen zur Ak-

tivierung von Signalwegen, die zuerst Ca2+ aus intrazellulären Speichern freisetzen: Durch

Aktivierung von Tyrosin-Kinasen (siehe Abschnitt 1.2) wird die Phospholipase C-γ akti-

viert, die die Enstehung von InsP3 katalysiert. Dieses bindet an seinen Rezeptor und setzt



5. Diskussion der Ergebnisse 105

PIP 2

DAG

InsP3

PLC-γ Tyr-K

cADPR

NAD

ADPRC

IP R3 RyR

CRAC
TRPM2

Tyr-K

NAADP

ConA

PROLIFERATION,
DIFFERENZIERUNG

Extrazellulär-
Raum

Cytosol

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Signalwege bei Stimulation von T-
Lymphocyten mit geringen Lektin-Konzentrationen. Durch die Quervernetzung von Ober-
flächenrezeptoren (grau) durch ConA (orange) kommt es zur Aktivierung von Phospholipase C-γ, die
Phosphatidyl-Inositol(4,5)-bisphosphat (PIP2) in Diacylglycerol (DAG) und InsP3 spaltet. Letzteres
löst eine Ca2+-Freisetzung durch den InsP3-Rezeptor aus. Eine ADP-Ribosylcyclase (ADPRC) setzt
NAD zu cADPR um, das direkt oder indirekt Ca2+-Freisetzung durch Ryanodin-Rezeptoren (RyR)
auslöst. Durch die Depletion der intrazellulären Speicher wird der CRAC-Kanal aktiviert, der einen
selektiven Einstrom von Ca2+ bewirkt. An der Erzeugung der Ca2+-Signale ist möglicherweise auch
NAADP durch Freisetzung aus RyR-abhängigen Speichern (Dammermann und Guse, 2005) beteiligt.
Stimulation mit geringen Lektin-Konzentrationen wirkt durch die Ca2+-abhängige Gen-Expression
proliferativ auf T-Zellen. Das ADPR/TRPM2-System ist in dieser Situation vermutlich nicht akti-
viert. Kanäle sind in blau, Botenstoffe in rot und Enzyme in grün dargestellt.

auf diese Weise Ca2+ aus intrazellulären Speichern frei. Analog wird in einem ebenfalls

Tyrosin-Kinase-abhängigen Prozeß (Guse et al., 1999) ein bislang nicht identifiziertes cyto-

solisches Enzym aktiviert, das als ADP-Ribosylcyclase (ADPRC) bezeichnet wird. Dieses

setzt NAD zu dem sekundären Botenstoff cADPR um, der direkt oder indirekt an Ryanodin-

Rezeptoren bindet, und auf diese Weise ebenfalls Ca2+ aus intrazellulären Speichern freisetzt.

Die Depletion der Ca2+-speichernden Vesikel aktiviert durch einen bisher unbekannten Pro-

zeß (siehe Abschnitt 1.3.2.1) den Einstrom von Ca2+ durch den CRAC-Kanal. Durch diesen

strömt selektiv Ca2+ ein, was eine langanhaltende Erhöhung von [Ca2+]i bewirkt. Diese ist

notwendig, um die Calmodulin-abhängige Phosphatase Calcineurin zu aktivieren, die den

Transkriptionsfaktor NF-AT dephosphoryliert, wodurch dessen Translokation in den Kern

ermöglicht wird. Dadurch kommt es zur Expression von Genen, deren Produkte für die
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Proliferation notwendig sind (darunter IL-2 und die α-Kette des IL-2-Rezeptors).

Den Prozessen, die eine Erhöhung von [Ca2+]i auslösen, wirken andere Systeme entgegen,

die [Ca2+]i erniedrigen (Übersicht in Berridge et al. (2003)). Darunter sind Ca2+-ATPasen

der SERCA-Familie, die Ca2+ in die intrazellulären Speicher zurückpumpen, und Ca2+-

ATPasen der PMCA-Familie, die Ca2+ in den Extrazellulärraum pumpen. Außerdem wird

[Ca2+]i negativ reguliert durch Ca2+-bindende Proteine, sowie durch die Aufnahme von

Ca2+ in Mitochondrien. Der Ca2+-Einstrom durch CRAC wird außerdem dadurch begrenzt,

daß dieser Kanal durch einen Anstieg von [Ca2+]i negativ reguliert wird. Ferner bewirkt

der Ca2+-Einstrom durch die Plasmamembran eine Depolarisation der Zellmembran. Daher

nimmt die Antriebskraft für den Ca2+-Einstrom mit der Zeit ab und kommt zum Erliegen,

sofern nicht Prozesse aktiv sind, die eine Repolarisation ermöglichen. Dazu gehören insbe-

sondere Ca2+-aktivierte K+-Kanäle in der Plasmamembran, die durch den Ausstrom von

K+-Ionen eine Hyperpolarisation bewirken. Es ist bekannt, daß eine lang anhaltende Erhö-

hung von [Ca2+]i eine notwendige Voraussetzung für Proliferation und Differenzierung von

T-Lymphocyten ist (Guse, 1998).

Nach den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen besteht folgende Modellvorstellung von

der Beteiligung der ADPR/TRPM2-Systems bei den durch Stimulation mit hohen Lektin-

Konzentrationen ausgelösten Prozessen (Abb. 5.2, Seite 107): Bei dieser massiven Stimula-

tion kommt es nach Synthese von ADPR durch die ADPRC zusätzlich zu den in Abb. 5.1

dargestellten Prozessen zu einer irreversiblen Aktivierung von TRPM2, wodurch ein massi-

ver Einstrom von Ca2+ und Na+ ausgelöst wird. Dabei tritt eine positive Rückkopplung auf,

weil TRPM2 durch Ca2+ und cADPR co-aktiviert wird. Der starke Ca2+-Einstrom und die

Depolarisation lösen schließlich den Zelltod aus.

Von Harootunian et al. (1989) wurde nach Stimulation von Jurkat T-Lymphocyten mit

Phyto-Hämagglutinin (PHA) ein Na+-Einstrom in die Zellen beschrieben. Obwohl TRPM2

damals noch nicht bekannt war und die molekulare Ursache dieses Na+-Stroms nicht zuge-

ordnet werden konnte, könnte es sich durchaus um einen durch das ADPR/TRPM2-System

verursachten Prozeß handeln. Eine weitere Komponente des TRPM2-Signalsystems ist mög-

licherweise die Bildung reaktiver Sauerstoff-Species (ROS) nach T-Zell-Aktivierung. Durch

Stimulation des T-Zell-Rezeptors kam es zur Bildung von ROS, die sowohl proliferativ als

auch apoptotisch wirkten (Devadas et al., 2002). An der apoptotischen Wirkung könnte

TRPM2 wegen seiner Aktivierbarkeit durch oxidativen Streß (siehe Abschnitt 1.4.2) betei-

ligt sein.

Damit kommt insbesondere der ADPRC als Enzym, das sowohl den Ca2+-freisetzenden

Botenstoff cADPR als auch den Ca2+-Einstrom auslösenden TRPM2-Agonisten ADPR bil-

det, eine ungewöhnliche Funktion zu: Da alle bisher bekannten Enzyme mit NAD-Glycohy-

drolase-Aktivität auch als ADP-Ribosylcyclasen agieren können (Cakir-Kiefer et al., 2000;

Schuber und Lund, 2004), ist dieses bisher unbekannte Enzym möglicherweise der entschei-

dende Regulator für das Schicksal von Immunzellen: Bei physiologischer Stimulation, die im

Experiment durch niedrige Lektin-Konzentration nachgestellt werden kann, bildet das En-



5. Diskussion der Ergebnisse 107

PIP 2

DAG

InsP3

PLC-γ Tyr-K

cADPR

NAD

ADPRC

IP R3 RyR

CRAC
TRPM2

Tyr-K

NAADP

ConA

APOPTOSE

Ca , Na2+ +

Na+

ADPR

Extrazellulär-
Raum

Cytosol

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der Signalwege bei Stimulation von T-
Lymphocyten mit hohen Lektin-Konzentrationen. Durch sehr starke Quervernetzung von
Oberflächenrezeptoren kommt es zur zusätzlich zu den in Abb. 5.2 dargestellten Prozessen zur Bil-
dung von ADPR durch die ADPRC. Dieses aktiviert gemeinsam mit cADPR und Ca2+ den Kanal
TRPM2, der einen Einstrom von Ca2+ und Na+ auslöst. TRPM2 wird durch Ca2+ positiv regu-
liert, so daß es zu einer positiven Rückkopplung kommt. Durch die massive Depolarisation und die
sprunghafte Erhöhung von [Ca2+]i („Ca2+ overload“) wird in den Zellen der Zelltod ausgelöst.

zym hauptsächlich cADPR und bewirkt damit Ca2+-Freisetzung und sekundär einen Ca2+-

Einstrom durch CRAC-Kanäle. Dadurch entsteht im Gleichgewicht mit den [Ca2+]i negativ

regulierenden Prozessen (Inaktivierung von ICRAC, Membrandepolarisation, Pufferproteine,

Mitochondrien, SERCAs und PMCAs) eine langanhaltende, mäßige Erhöhung von [Ca2+]i,

die der Zelle die Transkription der für die Proliferation notwendigen Gene erlaubt. Dagegen

kommt es bei sehr starker Stimulation, im Experiment durch hohe Lektin-Konzentrationen,

zu einer Änderung der Aktivität der ADPRC: Es werden große Mengen ADPR hergestellt,

die gemeinsam mit cADPR und Ca2+ TRPM2 irreversibel aktivieren, und so durch massive

Ca2+-Überladung und starke Depolarisation die Zelle in den Zelltod treiben. Eine interes-

sante Parallele zu diesem Modell tritt auch in vivo bei Immunzellen auf: Durch massive Sti-

mulation von T-Zellen in einem physiologischen Kontext, d. h. durch antigen-präsentierende

Zellen, kann in T-Lymphocyten Apoptose ausgelöst werden (Strasser und Bouillet, 2003). Es

ist daher zu vermuten, daß auch an diesen Prozessen das ADPR/TRPM2-System beteiligt

sein könnte.
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6. Zusammenfassung

Die Adenin-haltigen Nucleotide NAADP und ADPR lösen die Freisetzung von Ca2+ aus

intrazellulären Speichern bzw. den Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum aus (Guse,

2002; Perraud et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde daher eine Funktion der beiden

putativen Botenstoffe bei der Erzeugung von Ca2+-Signalen in T-Lymphocyten untersucht.

NAADP ist als RyR-Agonist (Mojzisova et al., 2001; Hohenegger et al., 2002) vermutlich

an der Erzeugung des initialen Ca2+-Signals nach Stimulation beteiligt (Berg et al., 2000;

Langhorst et al., 2004; Dammermann und Guse, 2005). Deshalb wurden in der vorliegenden

Arbeit zwei Verfahren etabliert, um intrazelluläre NAADP-Konzentrationen zu bestimmen.

Durch HPLC-Analytik mit Vorsäulen-Fluoreszenzderivatisierung war eine Quantifizierung

von NAADP mit einem Detektionslimit von 500 fmol möglich. Dieses Verfahren war zwar

zur Bestimmung zellulärer NAADP-Mengen nicht ausreichend empfindlich, aber es konnte

durch diese Experimente erstmals gezeigt werden, daß sich NAADP mit Chloroacetaldehyd

direkt zu fluoreszierendem 1,N 6-Etheno-NAADP umsetzen läßt.

Als alternative Methode zur Quantifizierung von NAADP wurde ein mehrstufiger Enzym-

Assay entwickelt. Dieser hat den Vorteil, daß durch zwei gekoppelte enzymatische Reaktio-

nen eine starke Amplifikation des Ausgangssignals erreicht werden kann. Mit dieser Methode

waren NAADP-Mengen mit einem Detektionslimit von 25 fmol quantifizierbar. In Zellen en-

dogen vorkommende andere Nucleotide zeigten bei einem 1000fachen Überschuß keine Inter-

ferenz mit dem Enzym-Assay. Zur Entfernung von endogenem NADP, das den Assay stören

würde, konnte ein enzymatischer Verdau mit einer NAD-Glycohydrolase etabliert werden.

Außerdem wurde eine Technik zur Extraktion von NAADP aus T-Lymphocyten entwickelt,

bei der störende Substanzen durch eine Festphasenextraktion entfernt wurden. Mit dem ent-

wickelten Verfahren konnten basale NAADP-Konzentrationen in humanen T-Lymphocyten

bestimmt werden. Die intrazelluläre NAADP-Konzentration betrug 6.6 ± 1.6 nM (n = 4,

Mittelwert±SEM) und lag damit unterhalb der Konzentration, die in T-Zellen eine Ca2+-

Freisetzung aus intrazellulären Speichern auslöst (Berg et al., 2000).

TRPM2 ist ein für Ca2+- und Na+-Ionen permeabler Kanal aus der TRP-Superfamilie, der

durch ADPR aktiviert wird und für den eine Beteiligung am Ca2+-Einstrom postuliert wurde

(Ayub und Hallett, 2004; Perraud et al., 2004). Im zweiten Teil der Arbeit wurde daher eine

HPLC-basierte Methode entwickelt, die erstmalig die Quantifizierung des TRPM2-Agonisten

ADPR erlaubte (Gasser und Guse, 2005). Durch zwei unterschiedliche HPLC-Verfahren

sowie die Bestimmung des UV-Spektrums wurden die Identität und Reinheit des ADPR-

Peaks gezeigt. Mit der Methode wurde in humanen T-Lymphocyten eine basale ADPR-

Konzentration von 44 ± 11 µM (n = 26, Mittelwert±SD) bestimmt, die bei Stimulation der
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Zellen mit einer hohen Konzentration des Lektins ConA auf etwa das 1.5fache anstieg. Diese

Erhöhung der ADPR-Konzentration führte, vermutlich unter Beteiligung von Ca2+ (McHugh

et al., 2003) und cADPR (Kolisek et al., 2005) als Co-Stimuli, zur Aktivierung von TRPM2.

Durch RT-PCR-Analysen wurde bestätigt, daß Jurkat T-Lymphocyten mehrere TRPM2-

Isoformen exprimieren. Die pharmakologische Charakterisierung des durch Stimulation aus-

gelösten Ca2+-Einstroms ergab, daß zusätzlich zu dem bekannten Ca2+-Einstrom durch den

CRAC-Kanal (Lewis und Cahalan, 1989; Hoth, 1995) mindestens eine weitere Komponente

auftrat, die durch Hemmung der ADPR-Bildung blockiert werden konnte. Eine Beteiligung

der Src-Kinasen p59fyn und p56lck konnte mit dem Kinase-Inhibitor PP2 gezeigt werden, wäh-

rend eine Rolle des Ekto-Enzyms CD38 für die Erzeugung des Ca2+-Signals ausgeschlossen

wurde. Die physiologische Relevanz des ADPR/TRPM2-Systems wurde durch Untersuchun-

gen zur Induktion der Apoptose durch hohe ConA-Konzentrationen nachgewiesen.

Zusammenfassend konnten mit dem entwickelten Verfahren intrazelluläre NAADP-Kon-

zentrationen quantifiziert und damit eine wichtige Grundlage für die eingehende Untersu-

chung der Rolle dieses Nucleotids bei der Ca2+-Freisetzung in T-Lymphocyten geschaffen

werden. Für ADPR wurde eine Funktion als sekundärer Botenstoff nachgewiesen, der nach

Stimulation zur Aktivierung von TRPM2 führt, dadurch einen Einstrom von Ca2+ und Na+

bewirkt und so den Zelltod auslösen kann. Beide Teilprojekte dienten dazu, die bisherigen

Modellvorstellungen zur Erzeugung von Ca2+-Signalen weiter auszubauen, um molekulare

Ziele für die Entwicklung von Pharmaka zu identifzieren, die gezielt in diese Signalprozesse

eingreifen könnten.
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7. Abstract

Both the nucleotides nicotinic acid-adenine dinucleotide 2’-phosphate (NAADP) and adeno-

sine diphosphoribose (ADPR) are involved in the generation of Ca2+ signals by release of

Ca2+ from intracellular stores or by activating Ca2+ influx from the extracellular space,

respectively (Guse, 2002; Perraud et al., 2004). Thus, objective of the current study was to

investigate the functions of NAADP and ADPR for Ca2+ signalling in human T lymphocytes.

NAADP is involed in the initial Ca2+ signal after stimulation, possibly by releasing Ca2+

from intracellular stores (Mojzisova et al., 2001; Hohenegger et al., 2002). Thus, two methods

were developed to determine intracellular NAADP concentrations.

Quantification of NAADP using HPLC analysis with pre-column derivatization and fluo-

rescence detection resulted in a detection limit of 500 fmol. However, although this method

was not sufficiently senstitive to determine intracellular NAADP concentration, a direct

derivatization of NAADP with chloroacetaldehyd yielding fluorescent 1,N 6-etheno-NAADP

was conducted for the first time.

An enzyme assay consisting of multiple steps was developed as an alternative approach to

quantify NAADP. This assay takes advantage of a strong amplification by two coupled en-

zymatic reactions, allowing the detection of 25 fmol NAADP. Other endogenous nucleotides

did not interfere with the assay when tested in a 1000fold excess. NADP, however, inter-

fered with the assay; thus, an enzymatic cleavage reaction using a NAD glycohydrolase was

established. The enzyme assay was combined with a protocol for extraction of endogenous

NAADP, and solid phase extraction to remove interfering compounds. Using this method,

basal NAADP levels of 6.6 ± 1.6 nM (n = 4, mean±SEM) were determined in human T-

lymphocytes, which is below the threshold concentration for Ca2+ release from intracellular

stores (Berg et al., 2000).

ADPR acts as an intracellular agonist of the Ca2+ and Na+ permeable cation channel

TRPM2, which belongs to the TRP superfamily of ion channels. A role of TRPM2 in Ca2+

influx and response to oxidative stress was postulated (Ayub und Hallett, 2004; Perraud

et al., 2004), but direct evidence for a messenger function of ADPR is yet missing. To

quantify endogenous ADPR levels, a HPLC method was developed (Gasser und Guse, 2005)

based on a protocol for the determination of cADPR (da Silva et al., 1998a). Purity and

homogeneity of the ADPR peak were demonstrated by two different HPLC columns and the

UV fingerprint. The basal ADPR concentration amounted to 44±11 µM (n = 26, mean±SD)

in human T-lymphocytes, and increased about 1.5fold upon stimulation of the cells with the

lectin ConA. This increase in ADPR levels activated TRPM2, probably in concert with the

co-stimuli Ca2+ (McHugh et al., 2003) and cADPR (Kolisek et al., 2005).



7. Abstract 111

The expression of different TRPM2 isoforms in Jurkat cells was confirmed by RT-PCR.

Stimulation of T cells with ConA resulted in a sustained Ca2+ influx, which consisted of at

least of two components: besides the classical ICRAC (Lewis und Cahalan, 1989; Hoth, 1995),

a second Ca2+ influx pathway was characterized. The latter was active at elevated ADPR

concentrations, as demonstrated by inhibition of endogenous ADPR formation by cibacron

blue 3GA. An involvment of the tyrosine kinases p59fyn and p56lck in the ConA-induced Ca2+

influx was demonstrated using the tyrosine kinase inhibitor PP2, whereas a major role of the

CD38 ecto-enzyme was ruled out. A physiological relevance of the ADPR/TRPM2 system

was revealed by inhibition of ConA-induced apoptosis upon block of ADPR formation.

In the current study, two methods were developed to analyze the functions of adenine

derived Ca2+-mobilizing compounds: The development of an assay for the determination

of cellular NAADP levels is an important step towards confirming a messenger function of

this molecule. The TRPM2 agonist ADPR acts as a second messenger, since the cellular

concentration increased upon stimulation of human T-lymphocytes. This results in gating of

TRPM2 by ADPR, activating an influx of Ca2+ and Na+ and finally leading to cell death.

These findings may improve the current models of Ca2+ signalling in human T cells, thereby

revealing new drug targets for pharmacological manipulation of Ca homeostasis.
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A.2. Gefahrenhinweise und Sicherheitsratschläge für besonders

gefährliche Stoffe

Im folgenden werden Gefahrensymbole, Gefahrenhinweise und Sicherheitsratschläge für be-

sonders gefährliche Stoffe oder solche, die in der vorliegenden Arbeit in größeren Mengen

verwendet wurden, aufgelistet.

Substanz Gefahrensymbol R-Sätze S-Sätze

Ampicillin Xn 36/37/38-42/43 22-26-36/37
Calcium(II)-chlorid Xi 36 22-24
Chloroacetaldehyd T+, N 24/25-26-34-40-50 26-28-36/37/39-45-61
Cibacron Blue 3GA Xi 36/37/38 26-36

Diethylether Xn, F+ 12-19-22-66-67 9-16-29-33
Dimethylformamid T 61-20/21-36 53-45
Dimethylsulfoxid Xi 36/37/38 23-26-36
Ethidiumbromid T+ 22-26-36/37/38-40 26-28.2-36/37-45

EDTA Xn 22
Gadolinium(III)-chlorid Xi 36/37/38 26-36

HEPES Xn 22
Kaliumhydroxid C 22-35 26-36/37/39-45

Mangan(II)-chlorid Xn 22
Methanol F, T 11-23/24/25-39 7-16-36/37-45

Natriumhydroxid C 35 26-37/39-45
Resazurin Xi 36/37/38 26-37
Salzsäure C 34-37 26-36/37/39-45

Thapsigargin 26/27/28-36/37/38-40-41 36-45
Trichloressigsäure C, N 35-50/53 26-36/37/39-45-60-61
Trifluoressigsäure C 20-35-52/53 26-36/37/39-45

Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan

Xi 36/38 24-25

Triton X-100 Xn 22-41 24-26-39
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