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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Calcium-lon als wichtiger intrazellularer Botenstoff

Das divalente Calcium-Kation (Ca®) ist trotz seiner unscheinbaren Grdsse ein
potentes Werkzeug, mit dem auf zellularer Ebene viele wichtige Prozesse reguliert
werden, wie die Kontraktion glatter und quergestreifter Muskulatur, die Exocytose
synaptischer Vesikel in Neuronen, die Befruchtung von Eizellen sowie der
programmierte Zelltod (Apoptose). Den raumlichen und zeitlichen Verlauf solcher
zellularer Prozesse bestimmen Ca?"-Signale, die auf einen spezifischen
physiologischen Stimulus hin entstehen. Damit Ca*" als Signal die richtigen Ziele
ansteuert, unterliegt seine intrazellulare (d.h. cytosolische und nucleoplasmatische)
Konzentration einer genauen Kontrolle. Die Konzentration von Ca?* im Cytosol liegt
im Ruhezustand in der Regel zwischen 30 und 200 nM (Berridge et al., 2000;
Carafoli, 2003). Um dieses cytosolische Konzentrationsniveau von Ca?* halten zu
kdnnen, existieren zahlreiche Proteine, die Ca?* binden und/oder aus dem Cytosol
transportieren. Die freie Ca?"-Konzentration wird dadurch auf ein Ruheniveau
erniedrigt. Die Abbildung 1.1 vermittelt einen ungeféhren Uberblick tiber GréBe und

Komplexitat zelluldrer Ca**-Signalsysteme in Eukaryonten.

Jene Proteine, die an Ca®* binden oder mit ihm interagieren, lassen sich in zwei
breite Klassen einteilen: einmal solche, die nur an Ca** binden, um seine
Konzentration zu regulieren (Ca?*-puffernde bzw. transportierende Proteine) und
dann solche, die an Ca®* binden, um sein Signal zu entschliisseln (Ca**-Sensoren)
(Carafoli, 2003).

Die Proteine, welche die intrazellulare Ca®*-Konzentration beeinflussen, finden sich
im Cytosol, in den Organellen sowie in den unterschiedlichen Membranen einer
Zelle. Pufferproteine, wie Calsequestrin im endo(sarco)plasmatischen Retikulum
oder Parvalbumin im Cytosol, besitzen hierbei generell eine niedrige Ca®*-Affinitat.
Ausgestattet mit sog. EF-Hand-Motiven binden sie Ca?** koordinativ im Raum
zwischen zwei helicalen und einer nicht-helicalen Domane (Carafoli, 2003).
Transportproteine hingegen liegen als Membranproteine ausschlieBlich in Form von
Ca?*-Kanélen, ATPasen (Pumpen) und Antiportern vor. Sehr bekannte Beispiele fir
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Abb. 1.1: Komplexitat zelluldrer Ca**-Signalsysteme in Eukaryonten. Um Ca®*-Signale
unterschiedlicher Art zu generieren, verfigen eukaryontische Zellen Uber eine groBe Bandbreite
zellularer Mechanismen und Steuerungselemente. Eine Vielzahl von Oberflachenrezeptoren (R)
reagiert auf physiologische Stimuli mit der Bildung Ca®*-mobilisierender Signale (blau); zu den
Rezeptoren gehéren u.a. G-Protein (G) gekoppelte Rezeptoren und Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK).
Nach Stimulation entstehen hauptséchlich: Inositol-1,4,5-trisphosphat (Ins(1,4,5)P3), zyklische ADP-
ribose (cADPR), Nikotinsaure-adenin- dmukleohdphosphat (NAADP) und Sphingosin-1-Phosphat
(S1P). Mechanismen zur Erhéhung der mtrazellularen Ca®*-Konzentration (griin) sind abhangig von
spannungs- und ligandengesteuerten Ca®*-Kanalen in der Plasmamembran, dem Ins(1,4,5)P;
Rezeptor (InsP3R), dem Ryanodin Rezeptor (RyR) und dem Sphingolipidprotein zur ca* -Freisetzung
aus dem ER (SCaMPER). D|e Erhéhung der Ca®*-Konzentration hat immer unmittelbare
Auswirkungen auf verschiedene Ca -Sensoren und daran angeschlossene ca* -abhangige Prozesse
(violett). Um die mtrazellulare Ca**-Konzentration wieder auf das Ruheniveau zu senken, muss
Uberschiissiges Ca aus dem Cytosol gepumpt werden (rot). Diese Aufgabe Gbernehmen Na */Ca®

Antiporter und Ca®*-ATPasen in der Plasmamembran (PMCA) und im sarko-endoplasmatischen
Retikulum (SERCA). Weitere verwendete Abklrzungen: PtdIns(4,5)P,, Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat; PLC, Phospholipase C; NAD, Nikotinamid- adenm dinukleotid; TnC, Troponin C; CAM,
Calmodulin; MLCK, Myosin-Leichtketten-Kinase; CAMK, Ca®*-Calmodulin-abhingige Proteinkinase;
cAMP-PDE, Phosphodiesterase fur zyklisches Adenosin-monophosphat; NOS, Stickstoffmonoxid
Synthase; PKC, Proteinkinase C; PYK2, Prolinreiche Kinase 2; [verédndert nach (Berridge et al., 2000)]

Ca?*-spezifische Pumpen sind SERCA (sarcoendoplasmic reticulum Ca**-ATPase)
(Toyoshima and Nomura, 2002; Toyoshima et al., 2000) und PMCA (plasma
membrane Ca**-ATPase) (Schatzmann, 1966); bekannte Antiporter sind
beispielsweise NCX (plasma membrane Na'/Ca’*-exchanger) (Baker et al., 1969;
Reuter und Seitz, 1968) und MNCX (mitochondrial Na*/Ca?*-exchanger) (Carafoli et
al., 1974). Die bedeutendsten Ca?*-Kanéle finden sich in der Plasmamembran sowie
im endo(sarco)plasmatischen Retikulum. In der Plasmamembran unterliegen diese
Kanale einer Kontrolle durch Liganden (z.B. TRPM2 oder P2X7) (Gasser et al., 2006;
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Koch-Nolte et al., 2006; Scheuplein et al., 2003), das Membranpotential (Tsien et al.,
1987) oder solch komplexe Prozesse wie die Entleerung intrazellularer Ca?'-
Speicher (Takemura et al., 1989). Die beiden wichtigsten Ca®-Kanile im
endo(sarco)plasmatischen Retikulum sind der IP3- und der Ryanodin-Rezeptor. In
tetramerer Form vorliegend existieren fur jeden Rezeptor drei Isoformen (Fill und
Copello, 2002; Mikoshiba, 2003). Der IP3-Rezeptor wird hauptsachlich durch den
Ca®*-freisetzenden, sekunddren Botenstoff IP3 reguliert (Berridge, 1993), der
Ryanodin-Rezeptor direkt oder indirekt durch zwei weitere Ca®'-freisetzende,
sekundare Botenstoffe, CADPR (Guse, 2000) und NAADP (Langhorst et al., 2004).
Darilber hinaus wird die Offnung dieser Ca®*-Kanale zusatzlich durch Ca®* selbst
erm@glicht, dies entspricht einer calciuminduzierten Calcium-Freisetzung (calcium-
induced calcium-release, CICR) (Endo et al., 1970). Die Offnungswahrscheinlichkeit
der Kanale in Abhingigkeit von der intrazellularen Ca**-Konzentration liegt in Form
einer typischen Glockenkurve vor (Bezprozvanny et al., 1991). Seine maximale
Offnungswahrscheinlichkeit erreicht der |Ps-Rezeptor bei einer freien Ca®*-
Konzentration von ca. 0,2 uM, wobei die Werte zu beiden Seiten des Maximums
rasch abfallen (Bezprozvanny et al.,, 1991). Der Ryanodin Rezeptor hat sein
Aktivitdtsmaximum zwischen 1 und 100 uM (Bezprozvanny et al., 1991). Wenn man
nun die Bandbreite physiologischer Ca?*-Konzentrationen beriicksichtigt, stellt man
fest, dass der |Ps-Rezeptor einer positiven und negativen Ca®*-Riickkopplung
unterliegtt Der Ryanodin Rezeptor jedoch fungiert nur als Ca**-aktivierter Ca?*-Kanal,

d.h. Calcium vermag ihn zu 6ffnen, aber nicht zu schlieBBen.

Neben den eben beschriebenen Ca?*-Puffer- sowie Transportproteinen spielen Ca®*-
Sensoren eine Schliisselrolle in Ca®*-Signalwegen. Der GroBteil der Proteine dieser
Klasse besitzt mehrere EF-Hand-Motive, mit denen Ca®* gebunden werden kann. Die
bekanntesten Vertreter sind hierbei Troponin C, der Ca®**-Rezeptor in Myofibrillen
(Ebashi und Kodama, 1965), und Calmodulin, ein ubiquitarer und multifunktionaler
Ca**-Sensor. Besonders Calmodulin verdeutlicht die Rolle von Ca®* als universeller
und dennoch komplexer sekunddrer Botenstoff: Ca?* induziert eine
Konformationsanderung des Calmodulins, so dass sich dessen Hydrophobizitat
erhéht, die Gesamtstruktur aber weitgehend gleich bleibt (Carafoli, 20083).
Calmodulin bindet dann an bestimmte Domanen seines Zielproteins und Ubertragt
die Ca*-Signalinformation. Ca**-freies Calmodulin (Apocalmodulin) kann jedoch
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auch an andere Proteine binden und so einen Einfluss in Abwesenheit von Ca®
ausltben (Jurado et al., 1999). Beide Spielarten des gleichen Proteins modulieren die
Funktion von Enzymen, Struktur- und Membranproteinen (Moore et al., 1999; Sencer
et al., 2001).

Alle oben beschriebenen Ca®"-bindenden Proteine bestimmen die raumliche und
zeitliche Dynamik eines Ca®*-Signals im Zusammenspiel mit den verschiedenen
zellularen Ca®**-Speichern [endo(sarco)plasmatisches Retikulum, Mitochondrien,
Lysosomen und Kernhiille]. Ein Ca**-Signal beginnt in Form eines lokal begrenzten,
elementaren Ereignisses in der Zelle, um sich dann global als Welle fortzupflanzen
oder in Oszillationen variabler Frequenz wiederzukehren (Berridge et al., 1999;
Berridge et al., 2000). Eine solche Ca®**-Welle breitet sich autokatalytisch iber Ca®*-
induzierte Ca®*-Freisetzung aus IPs- und Ryanodin-Rezeptoren aus (Endo et al.,
1970); sie ist jedoch zu Beginn auf eine elementare Ca®*-Initialziindung aus eben
diesen Rezeptoren angewiesen. Die Mechanismen hinter diesen elementaren
Ereignissen sind bekannt als puffs und sparks und grinden auf der Produktion der
sekundaren Botenstoffe |IP; (— puffs) bzw. cADPR (— sparks; (Berridge et al., 1999).
Der Ort, an dem solche lokalen Ca?"-Signale vornehmlich entstehen, ist das
endo(sarco)plasmatische Retikulum, der am besten untersuchte Ca?*-Speicher
(Berridge, 2002). Die luminale Ca?*-Konzentration im endo(sarco)plasmatischen
Reticulum betragt rund 300 pM (Berridge, 2002). Die spezifische Verteilung von
Ca?*-Pumpen, Ca?*-Kanalen und als Puffer dienenden Ca®**-bindenden Proteinen
definiert Subdomanen innerhalb des eigentlich kontinuierlichen
endo(sarco)plasmatischen Retikulums. Aus einigen Subdoméanen kann auf einen
bestimmten Stimulus hin Ca?* ins Cytosol strémen, in anderen wiederum bleiben
Ca®*-Signalaktivitaten aus und konstitutive Prozesse wie die Proteinfaltung kénnen
ungestdrt ablaufen (Papp et al., 2003).

Wenn man nun samtliche wichtigen Komponenten betrachtet, die ein Ca®**-Signal
formen, kristallisiert sich eine Gbergeordnete Bedeutung der zugehdrigen sekundaren
Botenstoffe und der durch sie ausgeldsten elementaren Ca**-Signale heraus.



Einleitung 5

1.2 Subzellulire Ca*-Signale als Schrittmacher und Vorlaufer
globaler, zelluldrer Ca**-Signale

Die verschiedenen Phasen der Entwicklung eines zellularen Ca?*-Signals lassen sich
einteilen in (i) eine basale Phase, (ii) eine Schrittmacher-Phase (pacemaker phase)
und (iii) eine globale Phase (Bootman et al., 1997). Die entscheidenden elementaren
Ereignisse laufen hierbei in der Schrittmacher-Phase ab: Subzelluldre Ca**-Signale
treten raumlich und zeitlich begrenzt im Cytosol auf, um bei Uberschreitung einer
spezifischen intrazelluliren Ca®**-Konzentration in ein globales Ca?*-Signal
Uberzugehen (Boittin et al., 2002). In Reaktion auf physiologische Stimuli bilden sich
sekundare Botenstoffe (IP; cADPR und NAADP), die auf IPs- bzw. Ryanodin-
Rezeptoren des endo(sarco)plasmatischen Retikulums wirken und so subzellulare
Ca?*-Signale ausldsen. Diese Ca**-Freisetzung wird dabei entweder aus einzelnen
Kanalen oder aus Gruppen von Kanéalen geformt (Bootman et al., 1997). Dieser
Unterschied hat einen direkten Einfluss auf die Starke und rdumliche Ausbreitung

eines subzellularen Signals (Bootman et al., 1997).

Tab. 1.1: Charakteristika subzelluldrer Ca**-Signale:

Subzelluldres Ca**- Ca**-Kanal Signalamplitude Durchmesser
Signal [nM] [um]
Blip IP;-Rezeptor <40 <1
Puff IP3-Rezeptor =50 ~6
Quark Ryanodin Rezeptor ~100 <1
Spark Ryanodin Rezeptor ~ 250 1-3

In Abhangigkeit davon, welcher Rezeptortyp bzw. sekundéarer Botenstoff betrachtet
wird, haben sich differenzierte Termini fiir ein subzellulares Ca*-Signal etabliert
(Tab. 1.1) : Im Fall von IP; und dem IPs-Rezeptor bezeichnet man den Ca?*-
Ausstrom eines Einzelkanals als blip und den einer ganzen Kanalgruppe als puff
(Bootman et al.,, 1997). Far cADPR und den Ryanodin-Rezeptor gilt ein
Einzelkanalereignis als quark (Lipp und Niggli, 1996) und ein Kanalgruppenereignis
als spark (Tsugorka et al., 1995).

Eine so weitgehende differenzierte Charakterisierung subzellularer Ca?*-Signale ist

auf multiple Studien an verschiedenen Zellsystemen zurlickzuflhren. 1P3- bzw. IP3-
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Rezeptor-abhangige blips und puffs wurden an elektrisch nicht-erregbaren Hela-
Zellen beobachtet, in denen sie in Antwort auf eine physiologische Stimulation durch
Histamin generiert wurden (Bootman et al., 1997) a; (Bootman et al., 1997) b) .
Dariiber hinaus zeigte sich, dass die blip- bzw. puff-assoziierten Ca?*-Kanale eine
gegenilber IP3-Rezeptoren der naheren Umgebung erhdhte IP3-Sensitivitat besalBen
(Thomas et al., 2000). Weitere Beobachtungen von puffs gelangen an Xenopus
Oocyten (Yao et al., 1995), einer Neuroblastomzelllinie, sowie 3T3-Fibroblasten
(Tovey et al., 2001). cADPR- bzw. Ryanodin-Rezeptor-abhangige quarks und sparks
traten ebenfalls nach physiologischer Stimulation in verschiedenen Zellsystemen auf,
z.B. in Skelettmuskelzellen (Klein et al., 1996 ; Tsugorka et al., 1995),
Herzmuskelzellen (Lipp und Niggli, 1996) sowie 3T3-Fibroblasten (Bruzzone et al.,
2003). Neuere Untersuchungen an humanen T-Lymphocyten zeigten zwar
elementare Ca?*-Signale auf, erméglichten jedoch keine Unterscheidung zwischen
IPs-induzierten puffs und cADPR-induzierten quarks (Kunerth et al., 2004).

1.3 Ca**-freisetzende, sekundire Botenstoffe in Eukaryonten: IP;,
cADPR und NAADP

1.3.1 IP3: Ein PtdIns(4,5)P>-Metabolit als Ca®*-freisetzender sekundarer
Botenstoff

IP5 ist der erste sekundére Botenstoff mit Ca®*-freisetzenden Eigenschaften, der in
Eukaryonten entdeckt und identifiziert werden konnte (Streb et al., 1983). Durch eine
Reihe eleganter Experimente demonstrierte man, dass IP; (Abb. 1.2) nach
Stimulation ~ G-Protein  gekoppelter  Rezeptoren (GPCR), z. B. des
Acetylcholinrezeptors, oder von Rezeptortyrosinkinasen aus der Spaltung des
membranstandigen  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphats durch  das Enzym
Phospholipase C entsteht (Berridge et al., 2000; Bultynck et al., 2003; Streb et al.,
1983).
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Abb. 1.2: Struktur des Ca**-freisetzenden, sekundiren Botenstoffs IPs. [verandert nach (Bultynck
et al., 2003)]

In Folge dessen diffundiert wasserldsliches IP3 frei durch das Cytosol, bis es an die
spezifischen IP3-Rezeptoren in der ER-Membran andockt. |P3-Rezeptoren lassen
sich in drei Isotypen (1 bis 3) unterteilen und liegen in homo- bzw. heterotetramerer
Form in der Membran des ER vor (Bultynck et al., 2003; Mikoshiba, 2003). Da jede
Untereinheit eine Bindungsstelle fir IP3 besitzt, induziert IP; im Laufe eines
kooperativen Prozess, an dem auch Ca?* selbst durch Riickkopplung iiber CICR
beteiligt ist, die Offnung der Ca®*-spezifischen Kanile der Rezeptoren (Hamada et
al., 2002). Es folgt die Freisetzung von Ca®* aus dem Lumen des ER in das Cytosol.
So werden unterschiedliche Ca®*-abhéngige Prozesse in Gang gesetzt, wie z.B. die
Neurotransmitterfreisetzung aus Neuronen in synaptische Spalte oder die
Muskelkontraktion nach Aktivierung der neuromuskuldren Endplatte (Berridge et al.,
2000). Die Kontrolle der IPs-Rezeptoren unterliegt jedoch nicht nur IP3 und Ca?*
allein, sondern zusatzlich einer Vielzahl akzessorischer Proteine, wie z.B. Calmodulin
oder FKBP, die die Offnungswahrscheinlichkeit der Kanale direkt mit beeinflussen
(Bultynck et al., 2003). Auch der Grad der Phosphorylierung beeinflusst die
Offnungswahrscheinlichkeit des IPs-Rezeptors (Patterson et al., 2004); eine Vielzahl
von Kinasen und Phosphatasen reguliert das AusmaB der Phosphorylierung, so z.B.
die Proteinkinase A (PKA), die ERK-Kinase sowie die Proteinphosphatasen 1 und 2A
(Patterson et al., 2004).

1.3.2 cADPR: Ein NAD-Metabolit als Ca?*-freisetzender sekundarer Botenstoff

Nach der Entdeckung und Etablierung des Molekils IPs als Ca®*-freisetzender
Botenstoff in Eukaryonten 1983 (Streb et al., 1983) gelang einige Zeit spater die
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Entdeckung eines weiteren kleinen, organischen Molekiils mit Ca?*-regulierenden
bzw. freisetzenden Eigenschaften in Seeigeleierhomogenaten (Clapper et al., 1987;
Lee et al, 1989); cADPR besitzt eine zyklische Struktur und wird aus dem
ubiquitdren Redox-Metaboliten NAD synthetisiert (Abb. 1.3). Zur cADPR-Synthese
aus NAD sind bisher nicht identifizierte, cytosolische NAD-Glykohydrolasen in der
Lage, die hauptsachlich den Abbau von NAD zu ADPR katalysieren, aber in einer
Nebenreaktion auch das Substrat zu cADPR zyklisieren kdnnen (Guse, 2000).
Neben diesen léslichen Proteinen existieren auch noch membranstandige
Ektoenzyme, CD38 und CD157 (BST-1), die NAD zu ADPR und cADPR umsetzen
(Guse, 2004).

HO OH
0
N /° N NH
_ ¥ (
o\
0\ /0 N /
N
0/ \0 NJ
0
HO OH

Abb. 1.3: Struktur des Ca2+-freisetzenden, sekundéaren Botenstoffs cADPR. [verandert nach
(Guse, 2000)]

Auf die Entdeckung von cADPR folgende Untersuchungen offenbarten eine Vielzahl
eukaryontischer Zelltypen, die auf die Anwesenheit von cADPR im Cytosol mit der
Freisetzung von Ca?* aus dem ER antworten (Lee, 2001), so z.B. glatte und
gestreifte Muskelzellen (Boittin et al., 2003) , Neuronen (Zhang et al., 2005), Acinus-
sowie beta-Zellen des Pankreas (Yamasaki et al., 2004) und verschiedene
Leukocytentypen, darunter T- und B-Zellen und Makrophagen (Guse et al., 1999;
Partida-Sanchez et al., 2004). Sobald cADPR im Cytosol synthetisiert worden ist,
reagieren Ryanodin Rezeptoren auf dessen Anwesenheit mit der Offnung ihrer Ca®*-
Kandle (Meszaros et al., 1993; Thomas et al., 2001). Es folgt eine Ca**-Freisetzung
aus dem ER. In Folge dessen kommt es dann wie bei den IPs-Rezeptoren durch den
CICR zur sukzessiven Aktivierung und Offnung benachbarter IPs- und Ryanodin
Rezeptoren (Fill und Copello, 2002). Anders als im Falle der |IP3-Rezeptoren aber
konnte bisher keine Bindungsstelle fir cADPR am Ryanodin Rezeptor entdeckt
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werden (Thomas et al., 2001). Vielmehr vermutet man, dass auch akzessorische
Proteine fir die cADPR-Bindung verantwortlich sein kénnten und cADPR so indirekt
auf die Offnung dieses Ca**-Kanals wirkt (Noguchi et al., 1997; Walseth et al., 1993).
Es wurde gezeigt, dass sog. photoaffine cADPR-Analoga, die nach Bindung an ihren
Rezeptor/Bindeprotein mittels UV-Bestrahlung mit diesem kovalent verknlpft worden
waren, Proteine banden, die sich vom Ryanodin Rezeptor unterschieden (Walseth et
al., 1993). Zusatzlich wurde noch entdeckt, dass sich cADPR an das Protein FKBP
12.6 binden konnte (Noguchi et al., 1997).

1.3.3 NAADP: Ein weiterer NAD-Metabolit als Ca**-freisetzender sekundarer
Botenstoff

Die Ca*-freisetzenden Molekliile IP3 und cADPR sind inzwischen weitgehend als
sekundare Botenstoffe anerkannt. In den letzten Jahren ist indessen noch ein dritter
putativer, sekundarer Botenstoff fiir Ca®*-Signalwege ins Gesprach gekommen, das
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NAADP). Erste Hinweise auf diese Substanz
erbrachten Experimente, in denen kommerziell erhéltiche NADP-Praparationen zu
einer sofortigen Ca®*-Freisetzung in Seeigelei-Homogenaten fiihrten (Clapper et al.,
1987). NADP als ubiquitdrer Redox-Metabolit kam hierbei als Ausldser fiir die Ca®*-
Freisetzung nicht in Frage, so dass man auf eine Fremdsubstanz in der Probe
schloss. Mittels hochaufreinigender HPLC-Techniken konnte eine Fraktion isoliert
werden, die eine hohe Ca®-freisetzende Aktivitat besaB. Dennoch unterschieden
sich die aufgereinigte Fraktion und die Ausgangsprobe in ihren Massen- sowie
Kernresonanzspekiren nur minimal. Mit einiger Verzégerung konnte die
Molekularstruktur schlieBlich entschliisselt und die Ca**-freisetzende Fremdsubstanz
als NAADP identifiziert werden (Chini et al., 1995; Lee und Aarhus, 1995).

NAADP unterscheidet sich strukturell von NADP durch den Austausch der
Nikotinamidgruppe gegen eine Nikotinsauregruppe (Abb. 1.4).

Der Massenunterschied in Héhe nur einer atomaren Masseneinheit verdeutlicht
daher auch die Schwierigkeiten auf dem Weg zur strukturellen Aufklarung. Die fUr die
Ca?*-freisetzende Aktivitdt im Seeigeleisystem essentiellen Strukturen entsprechen
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Abb. 1.4: Struktur von NAADP sowie essentieller funktioneller Gruppen: NAADP besitzt im
Gegensatz zu NADP statt einer Aminogruppe eine Hydroxylgruppe (roter Kreis). Fir seine Ca®*-
freisetzende Aktivitat ist NAADP auf die Phosphatgruppe der sidlichen Ribose (rosa Kreis) sowie die
Aminogruppe an Position 6 des Adeninrings angewiesen (blauer Kreis). [verdndert nach Langhorst,
2003, Diplomarbeit]

der Nikotinsauregruppe, der Phosphatgruppe an der sldlichen Ribose sowie der
Aminogruppe am Adeninring (Abb. 1.3; (Lee und Aarhus, 1997).

Parallel zur Entdeckung des NAADP gelang es, einen enzymatischen Weg flr
dessen Synthese und Abbau aufzuzeigen. Das Membranprotein CD38 erwies sich
u.a. als ADP-Ribosylcyclase, die auBerdem bei saurem pH durch Basenaustausch
NADP zu NAADP umwandelt (Aarhus et al., 1995). In Geweben von S&ugetieren ist
CD38 scheinbar vornehmlich an der NAADP-Synthese beteiligt (Chini et al., 2002).
Als problematisch erwiesen sich jedoch die Befunde, dass CD38 sein katalytisches
Zentrum auBerhalb des Cytosols auf luminaler bzw. extrazelluldrer Seite besitzt
(Zocchi et al., 1993) und das pH-Optimum flr einen katalysierten Basenaustausch
bei etwa pH 5 liegt (Aarhus et al., 1995). Synthese- und Wirkungsort sind damit
unterschiedlich lokalisiert. Bis heute ist dieses topologische Paradoxon nicht
vollstandig geklart (De Flora et al., 2000), es existieren jedoch einige Hinweise, wie
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Zellen das Problem der CD38-katalysierten Synthese bewaltigt haben. Im Rahmen
dieser Untersuchungen konzentrierte man sich jedoch auf den sekundéaren
Botenstoff cCADPR und nicht NAADP. Zum einen wurde schon vermutet, dass es sich
bei CD38 gleichzeitig um einen Transporter flir seine eigenen Syntheseprodukte
handeln kénnte (Franco et al.,, 1998). Andererseits wurde die Existenz
plasmamembran-standiger, cADPR-spezifischer Nukleosidtransporter nachgewie-
sen, die in der Lage sind, extrazellulares, CD38-synthetisiertes cADPR in das
Cytosol zu beférdern (Guida et al., 2002). Sein Substrat NAD wiederum kénnte CD38
aus dem Cytosol Uber Connexin 43 Hemikanéle erhalten (Bruzzone et al., 2001).
Uberhaupt wurden auch Hinweise dafiir gefunden, dass cADPR parakrin Calcium zu
mobilisieren vermag (Franco et al., 2001). Interessanterweise wurde ein ahnlicher
Wirkmechanismus kiirzlich fir NAADP offengelegt. NAADP induzierte Ca®*-Signale
in Ratten Astrocyten, wenn es von auBen appliziert wurde (Singaravelu und Deitmer,
2006). AuBerdem wurde extrazellulares NAADP von basophilen Ratten Zellen aktiv
Uber die Plasmamembran in das Cytosol transportiert. Dieser Befund, sprach fiir eine
parakrine oder autokrine Rolle von NAADP (Billington et al., 2006).

Der enzymatische Abbau von NAADP wurde flr verschiedene tierische Gewebe
nachgewiesen, beispielsweise in Gewebepraparationen der Ratte (Chini und Dousa,
1995). Fir den NAADP-Abbau kam eine Vielzahl von Enzymen in Frage, so z.B. die
alkalische Phosphatase sowie verschiedene Phosphomono- und diesterasen
(Berridge et al., 2002; Chini und Dousa, 1995).

1.4 Stellung von NAADP im Ca**-Signalsystem von T-Lymphocyten

NAADP ist in seiner Rolle als putativer sekundarer Botenstoff im Vergleich zu den
etablierten sekundaren Botenstoffen IP3 (Streb et al., 1983) und cADPR (Guse et al.,
1999) sehr potent und vermag bereits in niedriger Konzentration Ca?*-Oszillationen
bzw. —wellen auszulésen. In einem Konzentrations-bereich zwischen 10 und 100 nM
ist NAADP wirksam und I6st in Zellen aus Evertebraten (z.B. im Seeigelei (Lee und
Aarhus, 1995)) und Vertebraten (z.B. in T-Lymphocyten (Berg et al., 2000)) Ca*'-
Signale aus. Der Einsatz von IP; und cADPR hingegen setzt Konzentrationen
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zwischen 1 bis 100 pM voraus, wenn eine prominente Ca?*-Antwort ausgeldst

werden soll (Guse et al., 1999).

T-Lymphocyten nehmen eine Schllsselposition im humanen Immunsystem ein und

sind Teil der sog. ”
Ca“ -peak (at 80 sec)
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verankerten und Abb. 1.5 Dosis-Wirkungskurve von NAADP in Jurkat T-

Lymphocyten (Berg et al., 2000).
unspezifischen

Abwehrmechanismen der angeborenen Immunantwort auszuweichen. Um diese
Pathogene dennoch erfolgreich bekampfen zu kénnen, greifen Subpopulationen von
T-Lymphocyten in den Abwehrkampf ein. CD8"-T-Lymphocyten (cytotoxische T-
Zellen) attackieren und lysieren virusbefallene Wirtszellen, wahrend CD4"-T-
Lymphocyten (T-Helferzellen) als zentrale Informationsverteiler Komponenten der
angeborenen Immunantwort (Makrophagen, Monocyten u.a.) pathogenspezifisch
rekrutieren. Bevor sie einsatzbereit sind, mussen T-Lymphocyten nach
Antigenerkennung Uber den TCR/CD3-Rezeptorkomplex proliferieren  und
differenzieren. Diese Prozesse beruhen auf einem ausgeweiteten zellularen Ca?*-
Signalsystem, das teilweise mit Hilfe der etablierten, sekundaren Botenstoffe IP3 und
cADPR erklart werden kann (Guse et al., 1999). Daneben spielt der putative
sekundare Botenstoff NAADP eine zunehmend gréBere Rolle (Berg et al., 2000).

In  CD4"-T-Lymphocyten weist die = NAADP-Dosis-Wirkungskurve  einen
glockenférmigen Verlauf, wie er auch flir andere Saugetierzellen typisch ist (Abb. 1.5;
(Berg et al., 2000) . Nach Mikroinjektion von 50 bis 100 nM NAADP steigt die
intrazellulare Ca?*-Konzentration unmittelbar auf Werte tiber 1 pM an, um dann in ein
langanhaltendes, leicht erhdhtes Ca®**-Plateau (iberzugehen. Konzentrationen
zwischen 1 und 10 nM filhren zu kleinen und unregelmaBigen, transienten Ca*'-
Signalen (Berg et al., 2000). Auch in Konzentrationen, die Uber 100 nM hinausgehen,
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16st NAADP lediglich kleine Ca?*-Signale aus. Ab 10 uM wird das NAADP-abhangige
Ca®*-Signalsystem sogar vollstandig inaktiviert (Berg et al., 2000). Es ist
IP; sowie cADPR-
abhangigen Ca®*-Signalsysteme zum Erliegen bringt (Berg et al., 2000). Seine

bemerkenswert, dass diese Inaktivierung alle TCR/CDS3-,

globale Ca*-freisetzende Wirkung entfaltet NAADP nur in Interaktion mit dem
Ryanodin-Rezeptor; zusétzlich ist NAADP weitestgehend unabhangig von dem IP3-

Rezeptor (Langhorst et al., 2004).

Scheinbar nimmt das NAADP-abhingige Ca**-Signalsystem eine Schliisselstellung
in der Regulation der Ca®*-Signalwege in T-Lymphocyten ein. In diesem
Zusammenhang ist es von besonderem Interesse, mehr Uber die elementaren,
NAADP-abhidngigen Ca®*-Ereignisse zu erfahren, die denen der sekundaren
Botenstoffe IP; und cADPR vorausgehen.

Vor diesem Hintergrund 800
konnte karzlich gezeigt ®7 1 vt [Ca”] W70
werden, dass NAADP in der s 7] OTS T AP ﬂ.-p - 600 El
Tat in T-Lymphocyten der g 20 - a-« :zz E
erste sekundare Botenstoff ist, 2 10 - . mm,.n..--é = o
dessen Konzentration nach I ot v '?zz

TCR/CD3-Stimulation ansteigt
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Abb. 1.6: Anstieg der intrazelluliren NAADP-Konzentration
nach TCR/CD3-Stimulation. Die endogene NAADP-Kon-
zentration stieg nach der Stimulation des TCR/CD3-Rezeptor-
komplexes schnell an. Parallel dazu ist auch noch der Verlauf der
intrazelluliren Ca”*-Konzentration wiedergegeben. (verindert nach
(Gasser et al., 2006)).

(Gasser et al., 2006). Mit Hilfe
eines neuartigen und sehr
empfindlichen
Nachweisverfahrens, das

ganzlich auf radioaktive Reaktionspartner verzichtet, zeichnete sich fir NAADP eine
zweiphasiger Konzentrationsverlauf ab (Abb. 1.6). Schon einige Sekunden nach der
physiologischen Stimulation Uber den TCR/CD3-Komplex stieg die intrazelluléare
NAADP-Konzentration von ca. 5 nM um das siebenfache auf ca. 35 nM an, um dann
fast wieder sofort auf das Ruheniveau zurickzufallen. Erst nach weiteren finf
Minuten erhdhte sich die Konzentration wieder und hielt sich fir einen langeren
Zeitraum von mehr als 15 Minuten bei ca. 15 nM. Die Konzentration der beiden
IPs3
Rezeptorstimulation an, aber erst im Anschluss an den Anstieg der NAADP-

anderen sekundaren Botenstoffe und cADPR stieg zwar auch nach
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Konzentration. Zuerst erhéhte sich die IP3-Konzentration (Guse und Emmrich, 1991),
um nach ihrem erneuten Absinken durch eine langanhaltende Erhéhung der

cADPR-Konzentration abgeldst zu werden (Guse et al., 1999).
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2 Problemstellung

Bis heute konnte gezeigt werden, dass die sekundaren Botenstoffe cADPR und
NAADP in humanen T-Lymphocyten eine fundamentale Rolle spielen (Berg et al.,
2000; Guse et al., 1999). Beide Signalmolekile stehen an der Spitze einer Hierarchie
der wichtigsten Ca®*-Signalsysteme, die zu einer T-Zell-Aktivierung flihren. Gerade in
jingeren Arbeiten ist es gelungen, die Abhéngigkeit globaler Ca®*-Signale, die fiir die
T-Zellaktivierung entscheidend sind, von cADPR (Guse et al., 1999) und NAADP
(Berg et al., 2000; Gasser et al., 2006) sowie die direkte Abhangigkeit NAADP-
vermittelter, globaler Ca?*-Signale von dem Ryanodin-Rezeptor zu demonstrieren
(Langhorst et al., 2004).

Diese Ergebnisse eréffnen neue Perspektiven auf dem Feld der Immuntherapie. Eine
genauere Kenntnis der Ca®*-Signalwege kdnnte zum Design neuartiger, spezifischer
Immunsupressiva genutzt werden, um die Proliferation und Differenzierung von T-
Lymphocyten zu steuern. Agonisten oder Antagonisten der cADPR- und NAADP-
abhangigen Ca®*-Signalwege lieBen sich mdglicherweise als Grundlage zur
Etablierung neuartiger Therapien fur Autoimmunerkrankungen, wie z.B. der Multiplen
Sklerose, nutzen. Um diese Entwicklung noch weiter zu unterstiitzen, lohnt es sich,
(i) bis an die Basis aller Ca®*-Aktivitat in T-Lymphocyten vorzustoBen und die
elementaren, NAADP-abhangigen Ca®**-Ereignisse zu untersuchen. Nach dem
Gewinn neuer Erkenntnisse auf diesem Gebiet (ii) erdffnet sich mit der Synthese
niedermolekularer NAADP-Analoga die Mdglichkeit einer Suche nach potentiellen
Antagonisten des NAADP-Ca?*-Signalwegs in T-Lymphocyten. In gleichem MaBe wie
fir NAADP besteht auch im Falle von cADPR (iii) die Chance, durch die Verwendung
natiirlich vorkommender und synthetischer cADPR-Analoga in den cADPR-Ca®*-

Signalweg der T-Lymphocyten und anderer Zelltypen einzugreifen.

Alle Experimente des ersten Teils der hier vorliegenden Arbeit hatten zum Ziel in
humanen T-Lymphocyten NAADP-induzierte, subzelluldre Ca**-Signale in der sog.
pacemaker-Phase (Schrittmacher-Phase) zu identifizieren, zu charakterisieren und
zu untersuchen, ob eine Abhangigkeit von dem Ryanodin-Rezeptor besteht. Als
Methoden dienten Mikroinjektion von NAADP und simultane Messung der

intrazellularen Ca?*-Konzentration mit Hilfe des Ca®*'-Indikators Fura-2 (Ca**-
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Imaging). Nach der Etablierung der Messbarkeit NAADP-abhangiger, subzellularer
Ca?*-Signale sollte iiber Koinjektion oder Vorinkubation verschiedener Pharmaka die
Rolle des Ryanodin Rezeptors untersucht werden. An diese pharmakologische
Vorgehensweise wiederum schloss sich eine molekularbiologische Strategie an. In
zwei T-Zellinien mit reduzierter Ryanodin-Rezeptor-Expression sollte der
Zusammenhang zwischen NAADP-abhingigen, subzelluliren Ca?®*-Signalen und

Ryanodin-Rezeptor weiter untersucht werden.

Im zweiten Teil der hier vorliegenden Arbeit sollten zwei synthetische,
niedermolekulare NAADP-Analoga, BZ52 und BZ194, auf ihre Wirksamkeit als
Antagonisten des NAADP-Ca?*-Signalwegs in humanen und Ratten T-Lymphocyten
untersucht werden. Zuerst wurden mit Hilfe von Mikroinjektionen und gleichzeitiger
Messung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration (s.0.) die Wirkungen beider
Substanzen auf die IPs-, cADPR- und NAADP-abhdngigen Ca?**-Signalwege in
humanen T-Lymphocyten untersucht.

Im AnschluB daran wurde das potentiell membranpermeable NAADP-Analogon
BZ194 in primaren, MBP-spezifischen CD4" Ratten memory T-Zellen eingesetzt, die
der Induktion der EAE (Experimentelle Autoimmune Encephalomyelitis) dienen,
einem MS-ahnlichen Krankheitsmodell in der Ratte. Es sollte der Einfluss von BZ194
auf die NAADP-abhangigen Ca®*-Signalsysteme der Ratten T-Zellen untersucht
werden. Als Methoden dienten u.a. die Stimulation der T-Zellen ber den TCR/CD3-
Komplex bei gleichzeitiger fluorimetrischer Bestimmung der globalen Ca®*-

Konzentration mit Hilfe des Ca®*-Indikators Fura-2.

Im Rahmen des dritten Teils wurde dann in Zusammenarbeit mit Xianfeng Xu
(Universitat Peking, China) die Wirkung des synthetischen cADPR-Analogons
cADPRCcE auf die Ca?*-Signalsysteme in humanen T-Lymphocyten untersucht. Nach
passiver Applikation der Substanz wurden die Verdnderungen der Ca**-

Konzentration fluorimetrisch und mittels Ca®*-Imaging auf Einzelzellebene verfolgt.

SchlieBlich beschaftigte sich der vierte und letzte Teil der Arbeit mit zwei natirlich
vorkommenden cADPR-Metaboliten, P24 und Ap2A, und deren Wirkungs-
mechanismen in den Ca?*-Signalsystemen humaner HelLa Karzinomzellen. Beide

Substanzen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Giovanna Basile (Universitat Genua,
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ltalien) einzeln oder in Kombination passiv appliziert und simultan mittels Ca®*-
Imaging vermessen, um deren agonistische Wirkung auf die Ca®*-Signalsysteme der
Hela Karzinomzellen, die kirzlich das erste Mal beschrieben wurde (Basile et al.,
2005), genauer zu charakterisieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Zellkultur:

Sterile Werkbank
COz-Inkubator

Variofuge 3.0R
Inversmikroskop CK 2
Casy 1 TT Zellzahler
Wasserbad Thermomix 4R

BDK, Sonnenbtihl-Genkingen
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Olympus, Hamburg

Scharfe System, Reutlingen
Braun, Melsungen

Ca?*-Fluorimetrie, Ca®*-imaging und Mikroinjektion:

Analysenwaage H 54
Waage Precisa 400 M
Tischzentrifuge Biofuge fresco
Wasserbad
Vortex
Hitachi F-2000
Leica DM IRE2
- Objektiv Leica HCX Apo
(100x, n.A. =1,3)
- Dichroischer Spiegel 400 DCLP
- Emissionsfilter D 510/40
Polychrome IV
Orbit D/A controller
CCD Kamera C4742-95-12ER
Orca ER camera controller
G4 workstation
Software Openlab , 1.7.8, 3.0.9, 4.0.2

Mettler, Giessen

Pak Oerlikon, Zlrich (Schweiz)
Kendro, Osterode

GFL, Hannover

Heidolph, Heidelberg

Hitachi, Japan

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

AF Analysentechnik, Tubingen
AF Analysentechnik, Tlbingen
Till Photonics, Grafelfing
Improvision, Heidelberg
Hamamatsu, Japan
Hamamatsu, Japan

Apple, Cork (Irland)

Improvision, Heidelberg
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Micromanipulator 5171
Transjector 5246

Femtotips | und Il

Microloader

Suprasil, Quarzkivetten (10 mm)

3.1.2 Medien, Puffer, Chemikalien

Zellkultur:

Restimulationsmedium

RPMI 1640 mit Glutamax |
Penicillin/Streptomycin

(Endkonzentration 50 pg/ml)

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

Hellma, Mihlheim in Baden

Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

Nicht-essentielle Aminosauren, 1 % (v/v) Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

Asparagin (Endkonz.: 0,036 g/l)
Natrium-Pyruvat (Endkonz.: 1 mM)
B-Mercaptoethanol, 0,004 %o (V/V)

Rattenserum, 1 % (v/v)

TCGF-Medium (T cell growth factor)

RPMI 1640 mit Glutamax |
Penicillin/Streptomycin

(Endkonzentration 50 pg/ml)

Sigma, Minchen
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
AG Flugel, MPI, Martinsried

Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

Nicht-essentielle Aminosauren, 1 % (v/v) Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

Asparagin (Endkonz.: 0,036 g/l)
Natrium-Pyruvat (Endkonz.: 1 mM)
B-Mercaptoethanol, 0,004 %o (V/V)

Sigma, Minchen
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Hochkonzentriertes IL2-Medium, 5 % (v/v) AG Flugel, MPI, Martinsried

Pferdeserum, 10 % (v/v)

Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
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Einfriermedium

RPMI 1640 mit Glutamax | Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
DMSO, 10 % Sigma, Mlinchen
Foetal calf serum (FCS), 45 % (v/V) Biochrom, Berlin

RPMI-Komplettmedium:

RPMI 1640 mit Glutamax | Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Newborn calf serum (NCS), 7,5 % (v/v) Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
(Endkonzentration 50 pg/ml)

HEPES, 1 M, pH = 7,4, sterilfiltriert Biomol, Hamburg
(Endkonzentration 25 mM)

RPMI Tet 2-Medium:

RPMI 1640 mit Glutamax | Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Foetal calf serum (FCS), 10 % (v/v) Biochrom, Berlin
(tetratcyclinfrei, 30 min bei 56 °C inaktiviert)

Penicillin/Streptomycin Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
(Endkonzentration 50 pg/ml)

HEPES, 1 M, pH = 7,4, sterilfiltriert Biomol, Hamburg
(Endkonzentration 25 mM)

Natrium-Pyruvat (Endkonzentration 1 mM) Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
G418 (Endkonzentration 400 pg/ml) Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Hygromycin B (Endkonz.: 50 pg/ml) Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

DMEM-Komplettmedium

DMEM mit Glutamax | Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Foetal calf serum (FCS), 10 % (v/v) Biochrom, Berlin
(tetratcyclinfrei, 30 min bei 56 °C inaktiviert)

Penicillin/Streptomycin Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

(Endkonzentration 50 pg/ml)
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Ca?*-Fluorimetrie, Ca®*-imaging und Mikroinjektion:

Calcium-Messpuffer:
- 140 mM NaCl
- 5 mMKCI
- 1 mM MgSO47 HO
- 1 mM CaCl,-2 H,O
- 20 mM HEPES
- 1 mM NaH,PO4
- 5,5 mM Glucose

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Mlinchen
Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt

Sigma, Mlinchen

(auf pH = 7,4 mit NaOH eingestellt, filtriert durch Spritzenaufsatzfilter [PorengréBe:

0,2 pm])

Intrazellularpuffer:
- 110 mM KCI
- 10 mM NaCl
- 2 mM MgClz
- 5 mM KH;POq4
- 20 mM HEPES

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg

(auf pH = 7,2 mit NaOH eingestellt, filtriert durch Spritzenaufsatzfilter [PorengréBe:

0,2 pm])

Fura-2-AM, 1 mg/ml in DMSO -> 1mM

Calbiochem, Bad Soden

Bovine serum albumin (BSA), 5 mg/ml in H,O bidest Sigma, Miinchen

Poly-L-Lysin (<70 kDa), 0,1 mg/ml in H>O bidest
Baysilone, mittelviskos

DMSO

InsP3 (IP3)

cADPR

NAADP

Heparin

Ruthenium Rot

Ryanodin

SKF 96365

Sigma, Mlnchen

Bayer, Leverkusen
Sigma, Mlinchen
Biolog, Bremen

Biolog, Bremen

Sigma, Mlnchen
Sigma, Mlinchen
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
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Chelex Sigma, Minchen

lonomycin Calbiochem, Bad Soden

Tris-Base, Sigma, Mlinchen

EGTA Sigma, Mlinchen

MBP AG Flagel, MPI, Minchen

BZ52 AG Potter, Bath, GroBbri-
tannien

BZ194 AG Potter, Bath, GroBbri-
tannien

Tetanustoxin Behringwerke, Marburg

Nikotinamid Sigma, Mlinchen

Nikotinsaure Sigma, Mlinchen

Thapsigargin Calbiochem, Bad Soden

Murine Ak gg. Ratten CD3 Caltag Lab., Hamburg

Ziegen Ak gg. Maus IgM Caltag Lab., Hamburg

3.1.3 Primare Zellen und Zelllinien

Im Abschnitt 4.2.2 des Ergebnisteils wurden fir die beschriebenen Versuche
primare, MBP-spezifische, CD4" Ratten memory T-Lymphocyten benutzt. Zur
Verfagung gestellt wurden diese T-Zellen von der Arbeitsgruppe von PD Dr. A.
Fligel, Max-Planck-Institut fir Neurobiologie, Martinsried.

Neben den Versuchen mit primaren, MBP-spezifischen Ratten memory T-Zellen
wurden immortalisierte Zelllinien von Jurkat T-Lymphocyten verwendet (Schneider et
al., 1977). Die in den Abschnitten 4.1, 4.2.1 und 4.3 beschriebenen Versuche wurden
an Zellen des Jurkat-Klons JMP durchgeftihrt. Parallel zu den Arbeiten am Wildtyp
Jurkat-Klon wurden Teile der Versuche aus Abschnitt 4.1 mit Jurkat T-Zellen
ausgefthrt (Clontech, Heidelberg), die mit einem Tet On Expressionssystem
modifiziert worden waren. Es standen drei verschiedene Subklone zur Verfligung;
pTRE-EGFP#E2, pTRE-2-511#25 sowie pTRE-2-240#10 (Schwarzmann et al.,
2002). Alle Subklone bestanden aus sog. knock-down Klonen, d.h. solche, die ein
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stabil transfiziertes antisense-Konstrukt gegen ein bestimmtes Protein enthielten. Der
erste Subklon pTRE-EGFP#E2, hier abgekirzt E2, stellte lediglich einen Kontrollklon
mit einem antisense-Konstrukt gegen das in T-Zellen normalerweise nicht
exprimierte Reporterprotein EGFP und sollte keinen Einfluss auf zellulare Prozesse
auslben. Die beiden anderen Subklone, pTRE-2-511#25 sowie pTRE-2-240#10, hier
abgekirzt 25 und 10, enthielten gegen den Ryanodin-Rezeptor gerichtete antisense-
Konstrukte. Das 511 bp groBe Konstrukt in Klon 25 war mit 100 %-iger Homologie
gegen den Ryanodin-Rezeptor Typ Il gerichtet. Klon 10 hingegen war mit seinem
240 bp groBen Konstrukt gegen alle Ryanodin-Rezeptor Typen (1, Il und Ill) gerichtet.
Die Homologie lag hier zwischen 80 und 100 %. Vorhergehende Arbeiten
(Schwarzmann et al., 2002) hatten gezeigt, dass die beiden Subklone 25 und 10 ihre
jeweils betroffenen Ryanodin-Rezeptor Typen nur noch sehr schwach exprimieren.
Eine subtypspezifische Differenzierung des Expressionsniveaus der Ryanodin-
Rezeptoren in den Klonen war allerdings bisher wegen fehlender Antikdrper nicht
maoglich.

Die im Abschnitt 4.4 des Ergebnisteils aufgefiihrten Experimente wurden an Hela
Karzinomzellen durchgefihrt, die freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Prof.
E. Zocchi (University of Genova, Italien) zur Verfligung gestellt wurden.

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Die primaren, MBP-spezifischen Ratten memory T-Zellen, die man in Abschnitt 4.2.2
verwendete, wurden als Aliquots in flissigem Stickstoff gelagert und bei Bedarf vor
jedem Experiment aufgetaut. In unregelmaBigen Abstanden mussten diese Vorrate
erganzt werden. Hierfir wurden ruhende Ratten T-Zellen einer Restimulations-
prozedur unterworfen und so zur Proliferation angeregt (Ben-Nun et al., 1981; Fllgel
et al., 1999).

Zu Beginn dieser Prozedur vermengte man ruhende T-Lymphocyten und frisch

isolierte, bestrahlte (5000 Rad) Ratten Thymocyten in einem bestimmten Verhéltnis
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in Restimulationsmedium (4*10° T-Zellen auf 7*10” Thymocyten, Verhaltnis ~ 1 : 10).
Die Thymocyten dienten als antigenprasentierende Zellen (APC), um die T-
Lymphocyten zu aktivieren und dann proliferieren zu lassen. Nach Zugabe des
spezifischen Antigens (hier: MBP, 10 pg/ml Endkonzentration) lieB man die
Zellsuspension in Petrischalen fiir zwei Tage inkubieren. Diese sowie alle folgenden
Kultivierungsschritte erfolgten in einem Inkubator bei 37 °C und einem CO»-Gehalt
von 5 %. Nach zwei Tagen waren alle T-Zellen aktiviert und wurden in TCGF-
Medium mit einer hohen Konzentration des Wachstumsfaktors IL2 UberfUhrt. Im
Laufe zweier weiterer Tage konnten sich die aktivierten T-Zellen ungehindert
vermehren, wahrend die Thymocyten bereits abgestorben waren. Von Tag finf bis
Tag sieben des Restimulationszyklus schlieBlich gingen die T-Zellen wieder in den
Ruhezustand (ber. Sie konnten jetzt direkt fiir Experimente mit Ca?*-Messungen
verwendet oder fur zuklnftige Arbeiten in flissigem Stickstoff eingefroren werden.
Ein einziger Restimulationszyklus erhdhte die T-Zellpopulation im Mittel um den
Faktor zehn und es konnten bis zu sieben Zyklen mit frisch aus Ratten isolierten T-

Zellen durchlaufen werden.

Alle Jurkat-Klone wurden in einem Inkubator bei 37 °C und einem CO»-Gehalt von 5
% kultiviert. Der Klon JMP wurde in RPMI-Komplettmedium kultiviert; die Subklone
E2, 10 und 25 in RPMI Tet 2-Medium. Zur optimalen Vermehrung der Zellen
bestimmte man alle zwei bis drei Tage die Zellzahl mittels Casy-Zellzéhler oder
Neubauer-Zahlkammer und stellte die Zellzahl mit dem jeweiligen Medium auf ~ 0,4 *
10° Zellen/ml ein. Dadurch wurde gleichzeitig auch das Medium aufgefrischt. Bei
einer ungefdhren Vermehrungsrate von 1,8 in 24 h wurde garantiert, dass die
Zellzahl nie Gber 1,2 * 10° Zellen/ml anstieg. Anders als der Jurkat-Klon JMP
unterlagen die Subklone E2, 10 sowie 25 durch den Zusatz von G418 im Medium

einem permanenten Selektionsdruck.

Die HeLa Karzinomzellen wurden in DMEM-Komplettmedium und in einem Inkubator
bei 37 °C und einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert. Um eine optimale Proliferation zu
garantieren, wurden Kulturflaschen mit dicht gewachsenem Zellrasen trypsiniert, die
HelLa Zellen noch gewaschen und dann im Verhaltnis 1 : 10 verdinnt und mit

frischem Medium auf neue Kulturflaschen verteilt.
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3.2.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die primaren, MBP-spezifischen Ratten memory T-Zellen wurden in Cryotubes in
flissigem Stickstoff gelagert. Um Zellen nach einem Restimulationszyklus fir
zukiinftige Experimente zu konservieren, wurden stets 1 — 1,5*10 Zellen je Aliquot in
ca. 1,5 ml Einfriermedium fir 48 Stunden bei —80 °C langsam eingefroren und dann
in flissigen Stickstoff Gberfihrt. Zum Auftauen wurde ein Aliquot bei 37 °C in 70 %-
igem Ethanol aufgetaut und die Zellen in 10 ml vorgewarmtes TCGF-Medium
gegeben. Nach zweimaligem Waschen (1000 rpm, 10 min, Variofuge 3.0OR) konnten
die Zellen fiir Vorinkubationsversuche und / oder Ca®*-Messungen weiterverwendet

werden.

Die Zellen aller Jurkat-Klone wurden in Cryotubes in flissigem Stickstoff gelagert.
Bei Bedarf wurde ein Cryotube bei 37 °C in 70 %-igem Ethanol aufgetaut und die
Zellen (Zellzahl:1*107) in 10 ml vorgewadrmtes RPMI-Komplettmedium gegeben.
Nach zweimaligem Waschen (1600 rpm, 4 min, Variofuge 3.OR) wurden die Zellen in
30 ml Medium (je nach Klon unterschiedlich, s. 3.2.1) aufgenommen und weiter

kultiviert.

Die HelLa Karzinomzellen taute man auf dieselbe Art und Weise auf wie die Zellen
der Jurkat-Klone, nur dass zum Aufwarmen stattdessen DMEM-Komplettmedium

verwendet wurde.

3.2.3 Bestimmung intrazelluldrer Ca®*-Konzentrationen mit Hilfe des
ratiometrischen Farbstoffs Fura-2

Fura-2 ist ein sog. ratiometrischer, Ca®*-spezifischer Fluoreszenzindikator, der es
erlaubt, die intrazelluldre Ca?*-Konzentration von Zellen zu bestimmen (Grynkiewicz
et al., 1985). Es handelt sich hierbei um eine organische Synthese bzw. kovalente
Verbindung des Calcium-Chelators BAPTA mit dem Fluorophor Stilben (Abb. 3.1 A).
Die Fluoreszenzeigenschaften sind dergestalt, dass das Exzitationsmaximum von
Fura-2 im Ca®*-freien Zustand bei 335 nm Wellenldnge und im Ca?"-gebundenen
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Zustand bei 363 nm liegt. Die Emissionsmaxima befinden sich mit 505 bzw. 512 nm
dicht beieinander.

Es ist nun méglich, Fura-2 mit zwei verschiedenen Wellenlangen anzuregen (Ublich
sind 340 und 380 nm) und durch einen Vergleich der beiden Emissionsfluo-
reszenzintensititen (zwischen 490 und 530 nm) den Anteil des Ca**-freien bzw.
Ca®*-gebundenen Indikators zu bestimmen. Bei steigender Ca®*-Konzentration
kommt es zu zwei gegenlaufigen Bewegungen: im Fall der Anregung mit 340 nm
steigt die Fluoreszenzintesitat, bei Anregung mit 380 nm sinkt sie (Abb. 3.1 B). Bei
Anregung mit 360 nm ist die Intensitdt unabhdngig von der Ca?'-Konzentration
(isosbestischer Punkt). Zur quantitativen Beurteilung der Ca®**-Konzentration bildet
man den Quotienten aus beiden Intensitaten (Ratioz4o/3s0). Dieser Wert ist innerhalb
eines gewissen dynamischen Bereichs unabhangig von der Indikatorkonzentration,
der Schichtdicke des Messfeldes sowie anderer Eigenschaften der Messgeréte. Es

ist jedoch bei der Benutzung dieses Indikators zu beriicksichtigen, dass
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Abb. 3.1: Struktur und Fluoreszenz-Exzitationsspektrum des Ca**-Indikators Fura-2

(A) Molekularstruktur des ratiometrischen Ca**-Indikators Fura-2; Die BAPTA-Gruppe Ubernimmt die
Chelatisierung des Ca®*-Kations, wihrend die kovalent verkniipfte Stilben-Gruppe als Fluorophor
dient.

(B) Das Fluoreszenz-Exzitationsspektrum zeigt die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat bei 510 nm
von der Anregungswellenlinge bei variierenden Ca®*-Konzentrationen

(Abbildung veréndert nach [Haugland, 2002, Molecular Probes])
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energiereiche Wellenlangen aus dem nahen UV-Bereich verwendet werden. Wenn

Zellen mit einem solchen UV-Licht bestrahlt werden, kann es zu UV-vermittelten
Ca?*-Signalen (Knight et al., 2003; Mendez und Penner, 1998; Schieven et al., 1993)
sowie Zellschaden kommen (Grapengiesser, 1993). Desweiteren bleicht der Indikator

abhangig von Zeit und Starke der Messung aus.

3.2.4 Einschleusen des Farbstoffs Fura-2 AM in humane und Ratten T-Zellen

sowie HeLa Karzinomzellen

Fura-2 ist aufgrund seiner GréBe und
Polaritat nicht membrangangig und kann
die Zellmembran daher nur in modifizierter
Form Uberwinden. Fura-2 AM (Abb. 3.2) ist
dagegen derart verandert, dass man damit
Zellen passiv beladen kann. Seine flinf
Carboxylgruppen sind mit Acetoxymethyl-
estergruppen (= AM) geschltzt, so dass
sich seine Hydrophobizitat stark erhéht
und es nicht an Ca®*" binden kann. Es
gelangt Uber Diffusion in die Zelle und wird
dort durch unspezifische Esterasen
gespalten. Da Fura-2 AM bei
physiologischem pH aufgrund der jetzt
entschitzten Sauregruppen negativ
geladen ist, kann es die Zelle nicht mehr
verlassen. Diese fortwéahrende
Gleichgewichtsverschiebung fihrt zu einer
Anreicherung von aktivem Fura-2 in der
Zelle (Tsien, 1981). Neben freiem Fura-2

AM ESTER LOADING

Call mambrana

Abb. 3.2: Prinzip der Einschleusung von
Fura-2 AM in Zellen (Haugland, 2002,
Molecular Probes)

Zellen lassen sich passiv.. mit dem
membranimpermeanten Ca**-Indikator Fura-2
beladen, wenn dessen Carboxylgruppen mit
Acetoxymethylgruppen verestert wurden.

konzentrieren sich aber auch Essigsdure und toxisches Formaldehyd in der Zelle

(Grynkiewicz et al., 1985).
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Das folgende Beladungsprotokoll dieser Arbeit galt fur Zellen aller Jurkat-Klone und
primare Ratten T-Lymphocyten. 1 * 107 Zellen wurden pelletiert (1000 - 1600 rpm, 4 -
8 min, Variofuge 3.0R) und in 1 ml 37 °C warmem RPMI-Komplettmedium
aufgenommen. Danach arbeitete man nur noch unter Lichtausschluss, um einem
Ausbleichen des Indikators vorzubeugen. Es wurden 4 pl einer 1 mM Fura-2-AM-
Lésung zugegeben (Endkonzentration 4 uM) und die Zellen far 15 min bei 37 °C
inkubiert. Diese Zeit diente zur ausreichenden Diffusion des Fura-2-AM in die Zellen.
Nach einer 1 : 5 Verdlinnung mit 37 °C warmem RPMI-Komplettmedium inkubierte
man die Zellen ein weiteres Mal fir 15 min bei gleicher Temperatur, damit das Fura-
2-AM vollstandig deesterifiziert werden konnte. Zum Schluss wusch man die Zellen
einmal mit sterilfiltriertem Ca®*-Messpuffer (1000 — 1600 rpm, 4 — 8 min, Variofuge
3.0R) und nahm sie in 5 ml sterilfiltriertem Ca?*-Messpuffer auf. Bis zur Messung

blieben die Zellen bei Raumtemperatur weiter unter Lichtausschluss gelagert.

Die HelLa Karzinomzellen sind ein adharenter Zelltyp (McNeil et al., 1984) und
mussten deshalb auf anderem Wege als Suspensionszellen mit Fura 2 AM beladen
werden. Bevor am jeweiligen Tag die Ca®*-Messungen mit diesen Zellen beginnen
konnten, lieB man zuvor die Zellen Uber Nacht in sog. 8 well chamber slides in
Gegenwart von 250 pl DMEM-Komplettmedium anwachsen. Am néachsten Tag
ersetzte man in allen Kammern das alte Medium durch frisches. Jetzt konnten die
einzelnen Kammern nacheinander mit Fura 2 AM beladen werden. Hierflr wurden
die Zellen mit 1 pl einer 1 mM Fura 2 AM Lésung versetzt (Endkonzentration 4 uM)
und unter Lichtausschluss fir 30 Minuten bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt im Inkubator
belassen. Nach Ablauf dieser 30 Minuten war ausreichend Fura 2 AM in die Zellen
diffundiert und im Cytosol deesterifiziert worden. AbschlieBend wusch man die Zellen
zweimal mit sterilfiltriertem Ca®**-Messpuffer und fiillte die Kammer auf 100 pl mit
demselben Puffer auf. Jede Zellkammer wurde nach der Beladung sofort vermessen

und weitere Kammern parallel zu den Ca?*-Messungen sukzessive beladen.

3.2.5 Prinzip der Mikroinjektion in Jurkat T-Lymphocyten

Jurkat T-Lymphocyten sind Suspensionszellen und miissen fiir eine erfolgreiche
Mikroinjektion adhéarent auf einer Oberflache fixiert werden. Diese Adhérenz sollte
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jedoch in keinem Fall zu einer Zellaktivierung mit nachfolgenden Ca®*-Signalen
fihren. Um dies zu verhindern, wurden Deckglaschen (21 * 56 mm, Schichtdicke
0,13 bis 0,17 mm) nacheinander mit einer BSA-Lésung und einer Poly-L-Lysin-
Lésung behandelt. Zuerst bestrich man ein Deckglaschen gleichméssig mit 5 pl einer
BSA-Ldésung (5 mg/ml in bidest. H,O), so dass nach der anschlieBenden Trocknung
die polare Glasoberflache durch eine Proteinschicht maskiert war. Es folgten weitere
5 ul einer Poly-L-Lysin-Lésung (0,1 mg/ml in bidest. H,O), um eine Anheftung der
Zellen zu gewahrleisten (Guse et al., 1997). Nach Trocknung der letzten Schicht
wurde mit Hilfe eines Gummiringes (Durchmesser 1 cm) eine Messkammer
hergestellt, indem man den Ring mit Silikonfett (Baysilone) auf der Glasoberflache
befestigte. Diese Kammer wurde dann nacheinander mit 60 pl sterilfiltriertem Ca®*-
Messpuffer und 40 pl Zellsuspension befillt. Unter Lichtausschluss lieB man den
Zellen sieben Minuten Zeit, sich durch Pseudopodien an die beschichtete
Glasoberflache zu heften.

Vor jeder Mikroinjektion wurden die noétigen Reagenzien in der gewilnschten
Konzentration in sterilfiltriertem Intrazellularpuffer aufgenommen und mit Chelex
behandelt. Dies stellte sicher, dass etwaige Ca?*-Spuren aus der Lésung entfernt

wurden.

O

z-limit

Abb. 3.3:Prinzip der semiautomatischen Mikroinjektion

(A) Nach Einstellung des sog. z-limits (angedeutet durch die gepunktete Linie) am Mikromanipulator
wird die Kapillare an eine Stelle genau Uber der Zellmitte bewegt. (B) Mit Auslésung der Injektion
schnellt die Kapillare ein Stlck in Richtung der x-Achse, um dann im Winkel von 45 °in die Zelle
einzudringen (angedeutet durch die gestrichelte Linie). (C) Dort entlasst die Kapillare ihre
Injektionsldsung und verlasst die Zelle wieder auf dem gleichen Weg. Das garantiert eine minimales,
mechanisches Verletzungsrisiko der Zelle (nach Langhorst, 2003, Diplomarbeit).
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Zur Mikroinjektion dienten Injektionskapillaren vom Typ Femtotip | und Il. Diese
Kapillaren wurden mit sehr fein ausgezogenen Pipettenspitzen, sog. microloadern,
mit 3,5 pl der jeweiligen Reagenzienlésung beladen. Mit diesen Kapillaren
mikroinjizierte man dann Zellen im semiautomatischen Modus (Micromanipulator
5171 und Transjector 5246; s. 3.1.1, Abb. 3.3). Die Menge an eingebrachter Lésung
belief sich in der Regel auf ca. 1 % des Zellvolumens (Guse et al., 1997).

Die Injektionsparameter hierflr unterschieden sich bei den verschiedenen Jurkat-
Klonen. Far JMP waren die Parameter: Injektionsdruck 60 hPa, Kompensationsdruck
30 hPa, Injektionszeit 0,5 s, Eintrittsgeschwindigkeit der Kapillarenspitze 700 um/s
und Injektionswinkel 45°. Fir die kleineren Tet On-Subklone E2, 10 und 25 senkte
man die Parameter: Injektionsdruck 40 hPa, Kompensationsdruck 25 hPa,
Injektionszeit 0,3 s, Eintrittsgeschwindigkeit der Kapillarenspitze 700 pm/s sowie

Injektionswinkel 45°.

3.2.6 Einsatz membran-permeabler NAADP-Antagonisten

Die Arbeitsgruppe um Dr. Bo Zhang und Prof. Barry V.L. Potter (Bath, GroBbri-
tannien) synthetisierte eine Reihe potentieller NAADP-Antagonisten, die sich in ihrer
Struktur stark an Nikotinsdure anlehnen. Zwei dieser NAADP-Antagonisten, BZ52
und BZ194, stelle man uns im Rahmen einer laufenden Kooperation

freundlicherweise zur Verfigung (Abb. 4.9; Ergebnisse).

Der potentielle Antagonist BZ52 war nicht membranpermeabel und konnte nur mit
Hilfe der Mikroinjektionsmethode an Jurkat T-Zellen getestet werden (s. Abschnitt
4.2.1, Ergebnisse). BZ194 hingegen war sowohl in Mikroinjektionsexperimenten an
Jurkat T-Zellen als auch nach extrazellularer Anwendung an primaren Ratten T-
Zellen wirksam (s. Abschnitt 4.2.1 und 4.2.2, Ergebnisse).

Um BZ194 an primaren Ratten T-Zellen zu testen, wurden 0,5 — 1*10 Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen BZ194 in TCGF-Medium vorinkubiert. Die
Zeitraume fOr die Vorinkubation variierten und lagen je nach Experiment zwischen
zwei und 24 Stunden. AuBerdem inkubierte man die Zellen anfangs immer fir zwei
Stunden in TCGF-Medium ohne Serum. Das Serum wurde erst im AnschluB3 an diese
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zwei Stunden hinzugefligt. So sollte garantiert werden, dass eine maximale Menge
BZ194 in die Zellen diffundierte und nicht durch Serumproteine mit
Nukleotidbindungsstellen abgefangen wurde. Nach der Inkubation konnten die Zellen
fiir die folgenden Ca**-Messungen mit Fura 2 beladen werden (s. 3.2.4).

3.2.7 Fluorimetrie

Die Ca®-Messungen an primaren, MBP-spezifischen Ratten memory T-Zellen
wurden mit Hilfe eines Fluorimeters (F-2000, Hitachi, Japan) durchgeflhrt. Hierflr
belud man die Zellen zuerst mit Fura 2 AM (s. 3.2.4). Die ratiometrische Bestimmung
der intrazelluldren Ca?*-Konzentration erfolgte mit einer Zellsuspension in einer
Quarzkiivette bei Raumtemperatur. Die Anregungswellenlangen waren, wie fir Fura
2 Ublich, auf 340 und 380 nm eingestellt und die Fluoreszenzintensitaten wurden bei
einer Emissionswellenlange von 495 nm erfasst. Jede Messung kalibrierte man zum
Schluss durch die Zugabe von Triton X-100 (10 % v/v Stocklésung; 1 % v/v
Endkonzentration), um einen maximalen Ratiowert zu erhalten, und die Zugabe von
Tris/EGTA (75 mM und 10 mM Endkonzentration), um einen minimalen Ratiowert zu
erhalten.

3.2.8 Digitales Ca®-Imaging: Einzelzellmessungen intrazellularer Ca®*-

Konzentrationen

Die Einzellzellmessungen wurden an einem computergestiitzten, digitalen Ca®*-
Imagingsystem durchgefihrt. Lichtleiter Gbertrugen monochromatisches Licht
(wahlweise 340 und 380 nm; Polychrom IV, Till Photonics) aus einer Xenon-
Bogenlampe durch einen Kondensor hindurch in den Strahlengang eines inversen
Fluoreszenzmikroskops (Leica DM IRE2). Ein dichroischer Spiegel (400 DCLP, AF
Analysentechnik) leitete den Strahl weiter Gber ein 100x-Objektiv (Leica HCX Apo
100x, n.A. 1,3) auf die Zellprobe. Das Fluoreszenzlicht, das die Probe verlie3, wurde
durch das Obijektiv und einen 400 nm long-pass dichroischen Filter hindurch Gber
den seitlichen Ausgang (Port) des Mikroskops zur Kamera geleitet. Ein
Emissionsfilter selektierte nach dem dichroischen Fluoreszenzlicht zwischen 490
und 530 nm Wellenldange und lenkte es auf eine Digitalkamera mit CCD-Chip
(Hamamatsu C4742-95-12ER). Die Kamera war auf den 8-bit Modus (256
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Graustufen) und ein binning von 2 (4 — 1 Pixelkonvertierung und Aufsummierung der
gemessenen Intensitaten) eingestellt. Dies verringerte zwar die raumliche Auflésung,
konnte jedoch die Expositionszeiten der Proben gegeniber dem UV-Licht zwecks
Schonung reduzieren. Die raumliche Auflésung betrug letztlich 640 * 512 Pixel auf
einem Kamerafeld von 82,7 * 66 um bei 100x-VergréBerung (Objektiv 100x).
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. bendtigten : : : : : : : : : der schnellen ;
: - Varlableﬂ ...... ....... ....... ....... © - End - ....... ....... ....... ....... ..... MQSSSChleife .......
: : : : : : : : : : : entsptechen denén
E : : : : : : : : ; der ‘langsamen
S vintRERRERTSERPEEEEE RS L End Critical Section <+ R S P
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: ﬁ : : : . : : Schnelle : :
ECTE : : o . Messschleife : :
ClEEL . Binning=2 < L at RNCTE L R N R S Lo
] e T YE & ]
Z zéit von : L : 'S :
. R I (. Pelay . el If . Start Critical Section Set Yideo Control Set Waveleng
Ei"a're 1(A)=340 m Lang-
e L (@] same R
: T Compact Memory IVI@SS=" Set Wideo Control < ool
( Wave 2(B)=380 Fosition - schleife: 1 Festlegung der
‘2’1 Expositionszeit fiir : : :
R T S T atio - R Do bl das 380nm Bild - - R S
: : . : Set H’avele:nglh Monochrom_ator— . X
: : : Steuerung und : : :
Berechnung & Aufnahme des 380 : ;
B e . T I RRRRRREE B Bildes

: : / ‘ A iriag;r :
-Monochromator-Steuerbefehl: 7~ :%1 . W=D A, T

0-Position des Gitters
! ! B image Set Wavelength Set Yideo Control

ST  Pestlegung der Expositionszeit fur das 380 nm Bild

Monochromator-Steuerung und Aufnahme des 380 nm- Bildes

Abb. 3.4: Openlab-Automator zur Steuerung der Ca**-Imaging Experimente

Die Messungen wurden computergestitzt durch einen Apple G4-Computer
durchgefihrt; die Software Openlab (Versionen 3.0.9 und 4.0.2) von Improvision
kontrollierte Monochromator, Mikroskop und Kamera. Zur Software gehdrten sog.
programmierbare Automatoren, mit denen alle nétigen Variablen definiert und die
jeweils zu durchlaufenden Aufgaben festgelegt werden konnten. Flr die Messungen
an allen Jurkat-Klonen sowie den HelLa Karzinomzellen wurden zwei Automatoren
verwendet; der erste fand in allen Experimenten der Abschnitte 4.1 und 4.4

Verwendung und verflgte sowohl Uber eine langsame als auch eine schnelle
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Messschleife, die nach Definition aller nétigen Variablen hintereinander durchlaufen
wurden (Abb. 3.4). Der zweite Automator wurde fir die Experimente mit Jurkat T-
Zellen in den Abschnitten 4.2 und 4.3 verwendet, verfligte aber Uber keine schnelle
Messschleife. In jeder Messschleife wurde zunachst ein Bild bei 340 nm und darauf
folgend ein Bild bei 380 nm Wellenlange aufgenommen. Die entsprechenden
Expositionszeiten betrugen hierfir 12 und 4 msec. Fir die Zeit zwischen der
Aufnahme beider Bilder und dem Beginn eines neuen Messzyklus wurde das
Monochromatorgitter in eine Nullposition gebracht. Hierdurch konnte das
Anregungslicht blockiert werden, um die Probe zu schonen. Die Belichtungszeit bei
340 nm wurde aufgrund der geringeren Durchlassigkeit der Optik far UV-Licht

kurzerer Wellenlangen gréBer gewahlt.

In der langsamen Messschleife wurden nach Akquisition der Einzelbilder Ratiobilder
berechnet, um festzustellen, ob sich die jeweilige Einzelzelle in einem Ruhezustand
befindet und somit flir eine Mikroinjektion bzw. extrazellulare Substanzzugabe in
Frage kam. Sobald die langsame Messschleife durchlaufen war, startete die
schnelle; nach einer gestoppten Zeit von unterschiedlicher Dauer wurde die
Mikroinjektion ausgelést bzw. die Substanz auBen zugegeben. Die schnelle
Messschleife berechnete keine Ratiobilder. Wahrend der Laufzeit (critical section)
stand die gesamte Rechnerkapazitat zur Datenakquisition zur Verfigung. Ein Zyklus
der schnellen Schleife dauerte ca. 160 bis 350 Millisekunden. Dadurch konnte eine
zeitliche Aufldsung von ca. drei bis sieben Bildern pro Sekunde erreicht werden. Um
nach Ende jeder Messung mit Mikroinjektion noch einmal das Gelingen der
Mikroinjektion zu Uberprifen, wurde im Durchlicht die Zelle ein zweites Mal
mikroinjiziert und die erforderliche Héhe des z-limit festgestellt.

3.2.9 Datenauswertung

Mit dem Abschluss einer Messung mussten die Rohdaten weiter bearbeitet werden.
Zunachst dekonvolvierte man einen Datensatz von Bildern nach dem sog. no
neighbour-Algorithmus. Da fir die Bildaufnahme kein konfokales Lasermikroskop zur
Verfigung stand, nutzte man diesen Algorithmus um in silico die Rohbilder in

konfokale Bilder umzuwandeln. Nach der point spread-Funktion wurde flir jedes Bild
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das Streulicht, welches aus den Ebenen ober- und unterhalb der Fokusebene
stammte, bestimmt und dann mathematisch entfernt. Eine reprasentative
Gegenuberstellung nicht dekonvolvierter bzw. dekonvolvierter Rohdaten mit daraus
errechneten Ratiobildern verdeutlicht das Prinzip (Abb. 3.5).

Mit Abschluss der Dekonvolution standen wiederum Automatoren zur Verfligung, die
aus den dekonvolvierten Rohdaten Ratiobilder berechneten. Da wahrend der
Messungen der Ca®*-Indikator Fura-2 durchgingig weiter ausblich, arbeitete der
verwendete Automator (Abb. 3.5) mit variablen thresholds (Schwellenwerten) fir die
gemessenen Lichtintensitaten (Bruzzone et al., 2003; Kunerth et al., 2004). Der
threshold ist ein Mass fir die Lichtintensitat des Hintergrundrauschens und gibt an,

ab welcher Intensitat ein Pixel von dem Programm als schwarz gewertet werden soll.

Bild bei 340 nm Bild bei 380 nm Ratiobild

A

Nicht
dekon-
volviert

B

Dekon-
volviert

Abb. 3.5: Dekonvolution von Rohbildern nach der point spread-Funktion

Die dargestellten Bilder stellen Aufnahmen einer Zelle des Jurkat-Klons JMP dar, die ca. 200 msec zuvor mit
100 nM NAADP mikroinijiziert worden ist. Das sich aufbauende, globale Ca®**-Signal ist deutlich sichtbar. Die
Ratiobilder entstanden aus je einem Bild bei 340 nm sowie einem Bild bei 380 nm. Der Effekt einer
Dekonvolution wird bei einem Vergleich beider Ratiobilder deutlich (A, nicht dekonvolviert; B, dekonvolviert).
Die lokal auftretenden, subzelluliren Ca*-Signale gewinnen an Kontrast (durch Kreise markiert). Die
Parameter fir die Dekonvolution waren: removal = 0,7, gain = 4,0. Die Balken entsprechen einer Lange von

3 pum.

Indem man den threshold nun linear mit der Zeit und dem Bilderverlauf der Rohdaten
ansteigen lasst, vermeidet man bei zeitlich spater liegenden Ratiobildern, dass Pixel
im Randbereich der Zelle im Ratio-Bild als schwarz gesetzt werden und damit
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verschwinden. Anfangs- und Endwert der thresholds wahlte man in dieser Arbeit
deshalb so, dass die entsprechenden Ratiobilder nahezu deckungsgleich mit dem
Durchlichtbild der Zelle waren.

Alle erstellten Ratiobilder wurden zusétzlich median gefiltert (Einstellung: 3x3). Mit
Hilfe dieses nichtlinearen Filters aus der Klasse der Rangordnungsfilter wurden
haufig auftretende Kontrastspriinge in der Pixelverteilung neu erstellter Ratiobilder
ausgeglichen. Das Filterprogramm sortierte zuerst alle Pixel in der N&he eines
zentralen Pixels der Gr6Be nach, wobei der zentrale Pixel mitbertcksichtigt wurde.
Der Mittelwert dieser Liste wurde durch das Filterprogramm ausgegeben und

ersetzte den zentralen Pixel.

AuBerdem wurden Ratiobereiche festgelegt, innerhalb derer die Ratiobilder
bestimmte Ratiowerte in definierten Falschfarben (Regenbogenskala) darstellten.
Dieses waren fiir die Abbildungen in Abschnitt 4.1: 0,3 bis 1,5 fiir globale Ca*'-
Signale (abhangig von dem Jurkatklon: ca. 10 bis 1500 nM [Ca®*]) und 0,4 bis 0,9 fir
subzellulare Ca®*-Signale der ,Schrittmacher“-Phase (abhangig von dem Jurkatklon:
ca. 10 bis 500 nM [Ca®']). Fur die Abbildungen in Abschnitt 4.3 reichte der
Ratiobereich von 0,6 bis 0,9 (ca. 0 bis 300 nM [Ca**]).

Zur Quantifizierung der Ratiobilder wurden sog. ROls (regions of interest) festgelegt,
innerhalb derer die Ratiowerte der Pixel gemittelt und gegen die Zeit aufgetragen
wurden. Je nach eingestelltem Ratiobereich wurden die ROIs unterschiedlich
gesetzt. Zur Quantifizierung globaler Ca?*-Signale umfasste eine einzelne ROI die
gesamte Zelle; fiir die subzelluldren Ca**-Signale beinhalteten drei ROIs (je 1 x 1

bzw. 2 x 2 um) Bereiche der Plasmamembran, des Cytosols sowie des Zellkerns.
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Abbildung 3.6: Openlab-Automator zur Neuberechnung der Ratio-Bilder mit variablen thre-
sholds. Wé&hrend der Messung bleicht der Fluoreszenzfarbstoff langsam aus. Durch variable
thresholds kann das Absinken der Fluoreszenzintensitat zum Teil ausgeglichen werden, dadurch wird
ein Informationsverlust, gerade in den Randbereichen der Zelle vermieden.

Um nun die quantitativen, aber dimensionslosen Ratiowerte in absolute Ca®*-
Konzentrationen umrechnen zu koénnen, verwendete man folgende Formel
(Grynkiewicz et al., 1985) :

Kq: Dissoziationskonstante von Fura-2; R:
0 R—R._. gemessenes Ratio; Rn,: Ratio in Abwesenheit
[Ca™ ], =K,| —=|*f von Ca®; Rma Ratio bei Ca®-Sittigung; B:
R —R Quotient der Fluoreszenzintensitdten bei 380 nm
Wellenlinge in Abwesenheit von Ca®* und unter

Ca®*-Sittigung

Neben den Ratiowerten der Messung bendtigte man die Dissoziationskonstante des
Ca?*-Indikators Fura-2 (224 nM, [Haugland, 2002] sowie die minimalen und
maximalen Ratiowerte. Die beiden letztgenannten lieBen sich mit einer

klonspezifischen Kalibrierung der ratiometrischen Ca?*-Messungen bestimmen.
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Hierflr inkibierte man Fura-2 beladene Zellen eines Jurkat-Klons mit lonomycin
(Endkonzentration 2 pM; Behandlung und Messung der Zellen grundsatzlich wie
unter 3.2.4 und 3.2.6). Dieses Ca®*-lonophor séttigte die Zellen und damit auch den
Indikator mit Ca®* ab, so dass der maximale Ratiowert bestimmt werden konnte. Der
minimale Ratiowert ergab sich mit Zugabe eines Uberschusses Tris/EGTA (60 mM/8
mM) und der damit verbundenen Ca?*-Chelatisierung. Es wurden jeweils mehrere,
unabhangige klonspezifische Bestimmungen der minimalen und maximalen

Ratiowerte durchgefuhrt. Daraus ergaben sich folgende klonspezifische Formeln:

IMP: [Ca2+]i=224nM*(W}"4 (Abschnitt 4.1)
und
(Ca* 1, = 224nm #| B=L003 1y (Apschnitt 4.2.1 und 4.3)
4114—R
R-04
: Ca™), =224nM * —|*1,7
E2: Cam ) =22an (1,55—13)
(R—0,433)
241 O kit Bl P
10: [Ca™ ., =224nM vy 2,
R—-0,433
: Ca™ ) =224nM *| ———"= %22
25: [Ca™) " (1,41—RJ
HelLa R—-0,635
i Ca® ], =224nM *| ———=|*¥197
Wildtyp [Ca™], n (1’492_ RJ

FOr den Jurkat-Subklon JMP wurden insgesamt zwei unterschiedliche Formeln
verwendet, um die intrazelluldre Ca?'-Konzentration berechnen zu kénnen. Die
Ursache hierflr lag in einem zwischenzeitlich erfolgten Umbau des Gerateaufbaus
am Mikroskop. Es wurde ein optisches, sog. Dual-View-Modul (Optical Insights,
Tucson (Arizona), USA) mit dem seitlichen Ausgang des Mikroskops verbunden und
der CCD-Kamera vorgeschaltet. Obwohl das Modul, das Uber einen Strahlenteiler fir
Messungen mit dem Ca®"-Fluorophor Indo 1 verfligte, vor jeder Messung
ausgekoppelt wurde, machte die Verlangerung des Lichtwegs eine erneuerte
Kalibrierung der Jurkat T-Zellen mit dem Ca?*-Fluorophor Fura 2 erforderlich. Die
vorherige Kalibriergleichung lie sich nicht mehr auf die neuen Ratiowerte anwenden

und musste angepasst werden.



Material und Methoden 38

Es wurde vorab schon beschrieben (s. 3.2.7), dass die Ca®*-Messungen mit primaren
Ratten T-Lymphocyten in Abschnitt 4.2.2 an einem Fluorimeter (F-2000, Hitachi,
Japan) durchgefiihrt wurden. Steuerung und Auswertung kontrollierte man
rechnergestitzt mit Hilfe des Programms F-2000 (Hitachi, Japan). Sobald die
jeweilige Ca?*-Messung abschlieBend kalibriert werden konnte (s. 3.2.7), berechnete
die Software nach derselben Formel aus (Grynkiewicz et al., 1985) (s.0.) die

intrazellulare Ca?*-Konzentration.
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4 Ergebnisse

Im ersten Abschnitt (4.1) des folgenden Ergebnisteils werden die Experimente
aufgefthrt und erldutert, in denen die Rolle und Funktion subzellularer und globaler
NAADP-vermittelter Ca®*-Signale in humanen T-Lymphocyten untersucht wurde. Im
zweiten Abschnitt (4.2) wird der Einfluss zweier NAADP-Antagonisten, BZ52 und
BZ194, auf die Ca**-Signalsysteme in humanen T-Lymphocyten und Ratten Memory

T-Lymphocyten erklart.

AnschlieBend stellt der dritte Abschnitt (4.3) die Wirkungsweise eines neuartigen,
synthetischen cADPR-Analogons als effektiven Agonisten in den Ca®*-Signal-
systemen humaner T-Lymphocyten dar. Im letzten Abschnitt (4.4) geht es schlieBlich
um die Untersuchung der Rolle zweier natlrlich vorkommender cADPR-Metabolite,
P24 und Ap2A, in den Ca®*-Signalsystemen humaner HelLa Karzinomzellen.

4.1 Subzellulare und globale NAADP-vermittelte Ca**-Signale in
humanen T-Lymphocyten

Nach der Mikroinjektion von 100 nM NAADP in Jurkat T-Lymphocyten blieben die
subzelluldren Ca®*-Signale fiir einen sehr kurzen, anfanglichen Zeitraum von einigen
hundert Millisekunden unverandert (Abb. 4.1 A; Zeitpunkt 37,730 s) und stellten sich
wieder auf das Ruheniveau vor der Mikroinjektion ein. Erst nach weiteren ca. 200
Millisekunden wurden charakteristische, NAADP-induzierte, subzellulare Ca**-
Signale beobachtet (Abb. 4.1 A; Zeitpunkt 37,903 s). Diese anfénglichen Signale
lieBen sich typischerweise als erstes nahe dem Punkt der Mikroinjektion entdecken
und verschmolzen schnell zu einem gréBeren Signal, das hauptsachlich in einer
Zone nahe der Plasmamembran verblieb (Abb. 4.1 A, Zeitpunkt 38,077 s).

Bevor das Ca®*-Signal das Zentrum der Zelle erreichte, breitete es sich in einer ring-
ahnlichen Struktur aus (Abb. 4.1 A; Zeitpunkte 38,252 und 38,433 s).
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A 100 nM NAADP

Injektion bei 37.150 sec

200

[Caz+]; [nM]

Abb. 4.1: Subzellulire Ca** Sig

nale hervorgerufen nach von NAADP in Jurkat T-Lymphocyten. Jurkat T-Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen und parallel
zu Mikroinjektionen mittels Ca

*-lmaging untersucht. A, Mikroinjektion von 100 nM NAADP. B, Mikroinjektion von 30 nM NAADP. C, Mikroinjektion von

Intrazellularpuffer. Die Bilddaten sind reprasentativ fir 8-14 Zellen, die fir jede der genannten Konditionen einzeln untersucht wurden. [Abbildung aus
(Dammermann und Guse, 2005), verandert]
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A 100 nM NAADP

Gesamte Zelle

B 30nM NAADP [Ca2+], [nM]

Gesamte Zelle

Abb. 4.2: Charakterisierung subzellulirer Ca**-Signale nach Mikroinjektion von NAADP in
Jurkat T-Lymphocyten. A und B stellen BildvergréBerungen aus den Abb. 4.1, A und B dar und
verdeutlichen die rdumlichen und zeitlichen Eigenschaften der NAADP-abhangigen, subzellularen
Ca2+—SignaIe. [Abbildung aus (Dammermann und Guse, 2005), verandert]

Es zeigte sich, dass 100 nM NAADP in der Mikroinjektionskapillare sehr schnell eine
globale Ca®-Antwort ausldsten und nur ein sehr kurzer Zeitraum blieb, um
subzelluldre Ca®*-Signale zu messen und zu analysieren (im Durchschnitt weniger
als 1,5 Sekunden). Damit diese sogenannte Schrittmacher-Phase verlangert werden
konnte, wurde die Pipettenkonzentration fir NAADP auf 30 nM gesenkt. Diese
Konzentration sollte noch ausreichen, um globale Ca®*-Signale in T-Lymphocyten zu
induzieren (Berg et al., 2000).

Unter diesen Bedingungen war es dann méglich, subzelluldre Ca?*-Signale mit sehr
niedriger Amplitude und kleinem Durchmesser zu beobachten (Abb. 4.1 B;
Zeitpunkte 42,303 und 43,531 Sekunden). Im Vergleich zu den Mikroinjektionen mit
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100 nM NAADP traten die ersten Ca®*-Signalstrukturen mit einigen Sekunden
Verzdgerung auf, bevor das globale Ca**-Signal in Erscheinung trat.

Um auszuschlieBen, dass es sich bei allen bis dahin gemachten Beobachtungen um
Artefakte handelte, wurde Intrazellularpuffer ohnne NAADP in Jurkat T-Lymphocyten
mikroinjiziert. Dabei stellte sich heraus, dass der Puffer alleine nach Mikroinjektion zu
keinen Veranderungen in den basalen, subzellularen Ca®*-Signalen filhrte (Abb. 4.1
C).

Die Ergebnisse der Mikroinjektionen von 100 bzw. 30 nM NAADP und
Intrazellularpuffer als Negativkontrollen lieBen den Schluss zu, dass (i) die
subzelluldaren Ca®**-Signale durch NAADP ausgeldst wurden und (i) die zeitliche
Auflésung der Bildaufnahme ausreichend hoch war, um die frihesten NAADP-

induzierten Ca?*-Signale zu erfassen und zu analysieren.

Eine vergdBerte Ansicht der Bilder, die NAADP-induzierte Ca?*-Signale zeigten, lieB
erkennen, dass im Falle der Mikroinjektion mit 100 nM NAADP sich die Ca**- Signale
mehr in einem Teil der Zelle konzentrierten und dabei fast zu einem gréBeren Ca?*-
Signal verschmolzen (Abb. 4.2 A; Pfeil). Der Durchmesser des zusammengefligten
Ca®*-Signals lag bei ca. zwei Mikrometern. Dennoch konnten in enger Nachbarschaft
zum groBen Ca®*-Signal noch einzelne, kleinere Ca®*-Signale entdeckt werden. Sie
hatten den fir sogenannte Ca?-Quarks typischen Durchmesser von ca. 0,5
Mikrometern (Abb. 4.2 A; Pfeilspitzen). Im Vergleich dazu fihrten die
Mikroinjektionen mit 30 nM NAADP hauptsachlich zur Entstehung der kleineren Ca®*-
Signale (Abb. 4.2 B; Pfeilspitzen).

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass globale Ca®*-Signale, die durch NAADP-
Mikroinjektionen in humanen T-Lymphocyten ausgelést wurden, in Ganze abhangig
waren von der vollstiandigen Expression und Funktionsfahigkeit des Ryanodin
Rezeptors (Langhorst et al., 2004). Dennoch lieBen diese Daten die Méglichkeit
bestehen, dass NAADP in einer sehr frilhen Phase einen Ca?*-Kanal aktiviert, der
sich vom Ryanodin Rezeptor unterscheidet. An der Stelle kdnnte dann ein lokales
Ca?*-Signal entstehen, dass durch den Mechanismus des CICR benachbarte

Ryanodin Rezeptoren aktivieren wirde. Dieses Modell wurde urspringlich als 2-pool
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model von Cancela et al. aufgestellt (Cancela et al., 1999). GemaB diesem Modell
aktivieren IP3 und cADPR ihre spezifischen Rezeptoren, IPs3- und Ryanodin
Rezeptoren, auf dem ER, wahrend NAADP auf einen bis heute noch nicht naher
molekular charakterisierten NAADP-Rezeptor wirkt, der sich in der Membran
Lysosomen-ahnlicher, saurer Kompartimente befindet. Dort induziert NAADP lokale
Ca**-Stréme, die iber CICR benachbarte IPs- und Ryanodin Rezeptoren aktivieren.

A
— 2009 Global
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® 50+ - ——n—
— —_—— :
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c | ] | | ] | ) | |
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Abb. 4.3: Inhibition NAADP-abhingiger, subzellularer Ca**-Signale durch Koinjektion von
Ruthenium Rot. Jurkat T-Zellen (Subklon JMP) wurden mit Fura-2 AM beladen und nach
Mikroinjektion mittels Ca®*-Imaging untersucht. A und B, Auswertung globaler [Ca*"]; (A) und lokaler
[Ca2+]i (B) in Folge der Mikroinjektion von NAADP (30 nM), NAADP (30 nM) plus Ruthenium Rot
(RuRot; 10 uM) oder Intrazelluldrpuffer. Lokale Ca®*-Antworten wurden im Cytosol nahe der
Plasmamembran (Pm), im Cytosol (Cyt) oder im Nukleus (Nuk) gemessen und als Differenz der
maximalen Signalamplitude zur Amplitude der ndheren Umgebung dargestellt. Die Pfeile markieren
den Zeitpunkt der Mikroinjektion. Die Ca®*-Signalverlaufe sind reprasentativ fiir 7-14 Zellen, die fiir
jede der genannten Konditionen einzeln untersucht wurden. [Abbildung aus (Dammermann und Guse,

2005), verandert]
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Um zu entscheiden, ob in humanen T-Lymphocyten das 2-pool model vorliegt oder
ein Modell, in dem der Ryanodin Rezeptor direkt oder Uber ein zusatzliches
Bindeprotein mit NAADP interagiert, wurden subzellulare, NAADP-induzierte Ca®*-
Signale (s. Abb. 4.1 und 4.2) in einer Reihe weitergehender Experimente analysiert.
Hierfir wurden die folgenden Substanzen in die T-Zellen mikroinjiziert und
wahrenddessen die Ca?*-Signale gemessen: (i) NAADP und die zwei Antagonisten
des Ryanodin Rezeptors, Ruthenium Rot und Ryanodin; (i) NAADP und der IP3
Antagonist Heparin; oder (i) NAADP nach Vorinkubation der T-Zellen mit dem Ca?*-
Influx Blocker SKF 96365.

Wie vor kurzem gezeigt werden konnte, wurden globale, NAADP-induzierte Ca®*-
Signale vollstandig unterdriickt, wenn Ruthenium Rot koinjiziert wurde (Langhorst et
al., 2004). Eine Analyse kleiner subzellularer Bereiche, sogenannter regions of
interest (ROI), in Nahe zur Plasmamembran (Pm), im Cytosol (Cyt) und im Nukleus
(Nuk) wies ein klares, oszillatorisches Verhalten der intrazelluldren Ca®*-
Konzentration auf (Abb. 4.3 B). Besonders hervorzuheben ist die Tatsache, dass die
Amplitude der lokalen Ca®*-Signale in Anwesenheit von NAADP im Laufe der Zeit
gréBer wurde (4.3 B; schwarze Signalverlaufe). Im Gegensatz dazu unterdriickte
Ruthenium Rot diesen Effekt, wenn es zusammen mit NAADP in T-Zellen koinjiziert
wurde. Die Amplituden der subzelluldren Ca®**-Signale blieben so niedrig wie die
nach der Mikroinjektion von Intrazellularpuffer (Abb. 4.3 B; rote und blaue
Signalverlaufe).

Die quantitative Auswertung eines ganzen Datensatzes aus weiteren Vorinkubations-
und Mikroinjektionsexperimenten lieferte folgende weitere Erkenntnisse.

Zum einen unterdriickte die Koinjektion der zwei Ryanodin Rezeptor Antagonisten,
Ruthenium Rot und Ryanodin (eine hohe inhibitorische Konzentration), zusammen
mit NAADP vollstindig die Entstehung subzellularer, NAADP-induzierter Ca®*-
Signale (Abb. 4.4). Das geschah unabhdngig vom Ort der Entstehung
(Plasmamembran, Cytosol oder Nukleus).

Zum anderen hatten weder die Koinjektion des |IP3s-Antagonisten Heparin noch die
Vorinkubation mit dem Ca®*-Influx Blocker SKF 96365 einen hemmenden Einfluss
auf die Entstehung subzellularer, NAADP-abhangiger Ca®*-Signale (Abb. 4.4).
Vielmehr wurde ein schwacher, stimulatorischer Effekt durch die Mikroinjektion von



Ergebnisse 45

Heparin und die Vorinkubation mit SKF96365 in Anwesenheit sowie Abwesenheit
von NAADP beobachtet (Abb. 4.4). Die schwache, agonistische Wirkung von Heparin
auf den Ryanodin Rezeptor und die schwachen, Ca?*-mobilisierenden Eigenschaften
von SKF 96365 sind gut dokumentiert und erklaren somit die gemachten

Beobachtungen (Bezprozvanny et al., 1993; Merritt et al., 1990).
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Abb. 4.4: Effekte verschiedener Inhibitoren auf die Amplitude NAADP-induzierter, subzellularer
Ca**-Signale. Jurkat T-Zellen (Subklon JMP) wurden mit Fura-2 AM beladen und nach Mikroinjektion
mittels Ca®*-Imaging untersucht. Lokale Ca®*-Antworten wurden im Cytosol nahe der Plasmamembran
(Pm), im Cytosol (Cyt) oder im Nukleus (Nuk) gemessen und als Differenz der maximalen
Signalamplitude zur Amplitude der nédheren Umgebung dargestellt, siehe Beispiel in Abb. 4.3. Die
Pipettenkonzentrationen der Inhibitoren betrugen wie folgt: Ruthenium Rot (RuRot; 10 uM); Ryanodin
(Rya; 20 mM); und Heparin (Hep; 1 mg/ml) (man beachte, dass diese Konzentrationen noch um
weitere 1:50-1:100 im Cytosol verdiinnt wurden). Die Zellen wurden fir 15 min mit SKF 96365 (30 uM)
im Extrazellularmedium vorinkubiert. Die Signalamplituden sind angegeben als Mittelwert + Standard-
fehler (n = 5-14 Zellen fir jede Kondition); p Werte wurden mit Hilfe des Student’s t-test berechnet.
[Abbildung aus (Dammermann und Guse, 2005), veréndert]

Desweiteren fihrte die Autoinaktivierung des NAADP-Signalsystems durch die
Mikroinjektion einer hohen Konzentration NAADP zu gleichen Ca?*-Signalamplituden
wie die Mikroinjektion von Intrazellularpuffer (Abb. 4.4). Durch dieselbe
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Autoinaktivierung wurde auch die Entstehung subzellularer Ca®*-Signale nach der
Mikroinjektion von cADPR verhindert, einem etablierten Agonisten des Ryanodin
Rezeptors (Guse, 2000) (Abb. 4.4). Ein raumlicher und zeitlicher Vergleich des
Musters NAADP-abhangiger, subzellularer Ca?*-Signale mit dem Muster der cADPR-
abhangigen Ca?*-Signale wies keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 4.5). Das
wird besonders gut deutlich bei Betrachtung der Bilder (Abb. 4.5 A) und Ca*-
Signalverlaufe in subzellularen Bereichen nahe der Plasmamembran (Pm), im
Cytosol (Cyt) und im Nukleus (Nuk; Abb. 4.5 B).

Obwohl diese pharmakologischen Daten und die raumlichen sowie zeitlichen
Eigenschaften der NAADP-vermittelten, subzellularen Ca®*-Signale fiir eine tragende
Rolle des Ryanodin Rezeptors sprechen, kdénnte der Gebrauch von Inhibitoren
alleine aufgrund ungentgender Spezifitait Uber den wirklichen Sachverhalt
hinwegtauschen.

Deshalb wurden in einer zweiten, unabhangigen Herangehensweise Mikroinjektions-
und Ca®-Imaging-Experimente an humanen T-Lymphocyten durchgefiihrt, deren
Ryanodin Rezeptoren durch knock-down nur noch gering exprimiert wurden (Kunerth
et al.,, 2004; Langhorst et al.,, 2004; Schwarzmann et al., 2002). Diese Jurkat T-
Zellklone mit einem knock-down des Ryanodin Rezeptors wurden hergestellt durch
die stabile Transfektion mit Plasmiden, die fur antisense-RNA gegen den Ryanodin
Rezeptor kodierten (Schwarzmann et al., 2002). Der Subklon 25 exprimierte
antisense-RNA spezifisch flir den Ryanodin Rezeptor Typ 3 und der Subklon 10
antisense-RNA spezifisch fur alle drei Ryanodin Rezeptor Typen (1 bis 3). Zur
Kontrolle wurde noch zusatzlich der Subklon E2 verwendet. T-Zellen dieses
Subklons exprimierten stabil antisense-RNA, die spezifisch war flir eGFP (enhanced
Green Fluorescent Protein), einem Protein, dass in T-Zellen nicht natdrlich
vorkommt. Die stark reduzierte Expression des Ryanodin Rezeptors auf
Proteinebene wurde mittels Western Blot-Technik nachgewiesen und ausflhrlich
dokumentiert ((Langhorst et al., 2004; Schwarzmann et al., 2002)).
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Abb. 4.5: Vergleich der zeitlichen und raumllchen Eigenschaften NAADP-
und cADPR-induzierter, subzellulirer Ca*-Signale. Jurkat T-Zellen
(Subklon JMP) wurden mit Fura-2 AM beladen und nach Mikroinjektion mittels
Ca®*-Imaging untersucht. A, Falschfarbenbilder zeigen die zeitliche und
raumliche Entwicklung der Ca**-Signale in reprasentativen Zellen, denen zuvor
NAADP (30 nM) oder cADPR (100 pM) mikroinjiziert wurde. B, lokale [Ca T in
Folge der Mikroinjektion von NAADP (30 nM) oder cADPR (100 uM). Lokale
Ca“*-Antworten wurden im Cytosol nahe der Plasmamembran (Pm), im Cytosol
(Cyt) oder im Nukleus (Nuk) gemessen und als Differenz der maximalen
Signalamplitude zur Amplitude der ndheren Umgebung dargestellt. Die Pfeile
markieren den Zeitpunkt der Mikroinjektion durch%ezogen fir NAADP,
unterbrochen fir cADPR). Die Bilddaten und Ca“*-Signalverlaufe sind
reprasentativ fir 5-9 Zellen, die fir jede der genannten Konditionen einzeln
untersucht wurden. [Abbildung aus (Dammermann und Guse, 2005),
verandert]
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Die Mikroinjektion von NAADP in T-Zellen des Kontrollklons E2 flhrte zur Entstehung
ahnlicher subzellularer Ca®*-Signale, wie sie schon zuvor in T-Zellen des Subklons
JMP beobachtet werden konnten (Abb. 4.6 A). In den Subklonen 10 und 25 hingegen
konnten nach NAADP Mikroinjektion keine Veranderungen der subzellularen Ca?*-
Signale hin zu gr6Beren Amplituden gemessen werden, d.h. weder im Subklon 10
mit der stark verringerten Expression aller drei Ryanodin Rezeptor Typen (Abb. 4.3
B), noch im Subklon 25 mit der stark verringerten Expression des Rezeptor Typs 3
(Abb. 4.3 C).

Zur ausreichenden Untermauerung dieser Beobachtungen wurde noch eine
weitergehende, quantitative Auswertung bestimmter subzellularer Bereiche in allen
vermessenen T-Zellen der Subklone E2, 10 und 25 angeschlossen (Abb. 4.7). Es
wurden wie bei den Experimenten mit NAADP an T-Zellen des Subklons JMP (Abb.
4.4) folgende subzellularen Bereiche bzw. regions of interest (ROIl) gesetzt und

analysiert: Plasmamembran (Pm), Cytosol (Cyt) und Nukleus (Nuk).

Nach der Mikroinjektion von NAADP in T-Zellen des Subklons E2 stiegen die
Amplituden der subzelluldren Ca®*-Signale in allen drei ROIs schnell an (Abb. 4.7 B).
Dem gegeniibergestellt blieben die subzellularen Ca®**-Signale in den T-Zellen der
Subklone 10 und 25 nach NAADP-Mikroinjektion nahezu unverandert (Abb. 4.7 B).
Eine statistische Auswertung zeigte anschlieBend, dass NAADP nach Mikroinjektion
eine signifikante Erhdhung der Ca**-Signalamplituden im Kontrollklon E2 ausléste
(Abb. 4.7 C). In den Subklonen mit einem knock-down des Ryanodin Rezeptors, 10
und 25, hingegen stellten sich nach NAADP-Mikroinjektion keine signifikanten
Veranderungen ein im Vergleich zu Kontrollinjektionen mit Intrazellularpuffer (Abb.
4.7 C).
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Abb. 4.6: Subzellulire Ca**-Signale nach Mikroinjektion von NAADP in RyR knock-down T-Zellklonen. Jurkat T-Zellen (Subklon E2, 10 und 25) wurden mit
Fura-2 AM beladen und nach Mikroinjektion mittels Ca**-Imaging untersucht. A, Mikroinjektion von 30 nM NAADP in Kontrollklon E2, B, in Gesamt-RyR knock-

down Klon 10, und , C, in Typ 3 RyR knock-down Klon 25. Die Bilddaten sind reprasentativ fiir 8—11 Zellen, die fir jede der genannten Konditionen einzeln
untersucht wurden. [Abbildung aus (Dammermann und Guse, 2005), veréndert]
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Abb. 4.7: Inhibition NAADP-induzierter, subzellularer Ca2+-SignaIe in T-Zellen mit einem knock-
down des RyR. Jurkat T-Zellen (Subklone E2, 10 und 25) wurden mit Fura-2 AM beladen und nach
Mikroinjektion mittels Ca2+-lmaging untersucht. A und B, Auswertung globaler [Ca‘?*]i (A) und lokaler
[Ca2+]i (B) in Folge der Mikroinjektion von NAADP (30 nM) in den Kontrollklon E2 bzw. in die RyR
knock-down Klone 10 und 25. Lokale Ca®*-Antworten wurden im Cytosol nahe der Plasmamembran
(Pm), im Cytosol (Cyt) oder im Nukleus (Nuk) gemessen und als Differenz der maximalen Signal-
amplitude zur Amplitude der ndheren Umgebung dargestellt. Die Pfeile markieren den Zeitpunkt der
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Mikroinjektion. Die Ca**-Signalverlaufe sind reprasentativ fiir 811 Zellen, die fiir jede der genannten
Konditionen einzeln untersucht wurden. C, Die Signalamplituden sind angegeben als Mittelwert +
Standardfehler (n = 8-11 Zellen fir jede Kondition); p Werte wurden mit Hilfe des Student’s t-test
berechnet. Die Angabe ,NAADP — “ steht fiir die Mikroinjektion von Intrazellularpuffer. [Abbildung aus
(Dammermann und Guse, 2005), verandert]

4.2 BZ52 und BZ194: niedermolekulare NAADP-Antagonisten und
ihr EinfluB auf die Ca**-Signalsysteme in humanen und Ratten
Memory T-Lymphocyten

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Potter (University of Bath,
GroBbritannien) wurden zwei niedermolekulare Analoga des Ca®'-freisetzenden
Botenstoffs NAADP synthetisiert und auf ihr Potential als Antagonisten der Ca®*-
Signalsysteme in T-Zellen des Menschen und der Ratte untersucht. Die ersten
Experimente wurden an humanen T-Zellen durchgefuhrt (4.2.1), alle weiteren
Experimente schlieBlich an Ratten Memory T-Zellen (4.2.2).

4.2.1 Die Wirkung der niedermolekularen NAADP-Antagonisten BZ52 und
BZ194 auf das Ca**-Signalsystem in humanen T-Zellen

Das Nukleotid NAADP wurde zuerst als Verunreinigung in Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADP) Préaparationen entdeckt und ist die wirkungsvollste, bis
heute entdeckte, endogene Verbindung mit Ca®*-freisetzenden Eigenschaften (Lee
und Aarhus, 1995). Indem Jurkat T-Zellen als Modelsystem verwendet wurden,
konnte vor kurzem demonstriert werden, dass die Stimulation des T-Zellrezeptor
(TCR) / CD3 Komplexes die Aktivierung eines Signalweges zur Folge hat, der
unbedingt auf die (i) Bildung von NAADP und (ii) lokale (subzellulare) und globale
Ca?*-Signale angewiesen ist (Berg et al., 2000; Dammermann und Guse, 2005;
Langhorst et al., 2004).

Die Mikroinjektion von NAADP léste, wie schon weiter oben beschrieben (4.1), in
Jurkat T-Zellen eine deutliche Ca®'-Antwort aus. Die Koinjektion von NAADP
zusammen mit Nikotinsgure, aber nicht Nikotinamid reduzierte NAADP-vermittelte
Ca**-Signale signifikant und in sehr starkem MaBe (Abb. 4.8 A und B). Dieses
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Abb. 4.8: Inhibition NAADP-abhingiger Ca®*-Signale in Jurkat T-Lymphocyten durch
Nikotinsaure. Jurkat T-Zellen (Subklon JMP) wurden mit Fura-2 AM beladen und nach Mikroinjektion
mittels Ca®*-Imaging untersucht. A, globale [Ca®*]; in Folge der Mikroinjektion von NAADP (100 nM),
NAADP plus Nikotinamid (1 mM), NAADP plus Nikotinsdure (1 mM) oder Intrazellularpuffer
(Mittelwerte, n = 4 — 12). Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Mikroinjektion. B, Héhe und Vergleich
der transienten Ca®*-Peaks sowie der folgenden Plateauphase nach Mikroinjektion in Abhangigkeit
von der jeweiligen Kondition (Mittelwerte + Standardfehler, n = 4 - 12). Signifikanzen wurden mittels

des Student’s t-test berechnet und mit * fir p < 0,05 gekennzeichnet.

Ergebnis deutete als erstes darauf hin, dass Derivate der Nikotinsdure far den
Entwurf von NAADP-Antagonisten geeignet sein kénnten, da Nikotinsaure mit hoher
Wahrscheinlichkeit essentiell fir die Ca?*-freisetzende Eigenschaften von NAADP ist.
NADP alleine wies nach Mikroinjektion keine nennenswerten, Ca?*-freisetzenden
Eigenschaften auf (Dowden et al., 2006).

Da die zellulare Aufnahme von Nikotinsaure langsam ablauft und dieses Molekdl
intrazellular hauptsachlich far die Biosynthese von Nikotinamidadenindinukleotid

(NAD) verwendet wird, liess sich aus diesen initialen Experimenten schlieBen, dass
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der Entwurf membranpermeabler Analoga eine viel versprechende Strategie
darstellen kdnnte, um den NAADP Ca?®"-Signalweg zu beeinflussen. Diese
Méglichkeit konnte vor kurzem am Beispiel von Acinuszellen des Pankreas
aufgezeigt werden (Dowden et al., 2006). Dennoch besaB die dort vorgestellte
Leitsubstanz keinerlei antagonistisches Potential in T-Zellen.

Da NAADP sehr viel aktiver ist in Bezug auf die Ca?'-Freisetzung als das
vergleichsweise &hnlich aufgebaute NADP (Lee und Aarhus, 1995), wurde daraus
der Schluss gezogen, dass der Nikotinsaurerest verantwortlich ist fir die inhibierende
Wechselwirkung mit dem Ca**-Signalsystem. In Folge dessen wurden durch unseren
Kooperationspartner Prof. Potter Prototypen neuartiger Nikotinsdurederivate
synthetisiert, indem man Nikotinsdure mit Hilfe von 2-Bromo-acetylamid als
Alkylierungsreagenz alkylierte (Abb. 4.9).

Br R-‘[x a |
Br Y N NH 2 . o N-g,

Rq = n-butyl, R, = n-butyl, BZ52
R1 = H. Ry = n-octyl, BZ194

Abb. 4.9: Synthesestrategie fiir die beiden NAADP — Antagonisten BZ52 und BZ194. Reagenzien
und Konditionen: a) Ether bei — 15 bis — 20 °C fir 1,5 h; b) DMF, 65 °C, tiber Nacht.

[Die Abbildung wurde freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. Bo Zhang und Prof. Barry
Potter, University of Bath, GroBbritannien]

Aus einer Reihe potentieller NAADP-Antagonisten mit variabler Seitenkettenlange
(Abb. 4.9; Reste R1 und R2) konnten zwei Kandidaten identifiziert werden, 3-
Carboxyl-1-dibutylcarbamoylmethyl-pyridin  (BZ52, Abb. 4.9) und 3-Carboxyl-1-
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octylcarbamoylmethyl-pyridin  (BZ194, Abb. 4.9), die letztlich wirkungsvoll den
NAADP / Ca?*-Signalweg inhibierten.

A 350 —— 100 NV NAADP
300 - " +1uM BZ52
— —-— s s = " + 10 UM BZ52
= 250 - + 100 UM BZ52
IEI seasssssssasss " +1mM BZ52
= 200 - e o emw o smw s @»  Intrazellulérpuffer
£ 150
S 100
— 50 r /h ."o-l'...""'to.naao----.--. l“.h'r.
!"'-E'.'!':...) h'-o—.—n—o—-—o-tw
o | . | |
0 50 100 150 200
Zeit [s]
B
)
X o 100
S O
8E 80 -
o)
—_— 60 -
+
o e
C o 40 -
EL o 20
X
= 0

0 1 10 100 1000 10000

c (BZ52) [puM]
Abb. 4.10: Spezifische und konzentrationsabhingige Inhibition NAADP-induzierter Ca** Signale
in Jurkat T-Lymphocyten durch das NAADP-Analogon BZ52. Jurkat T-Zellen (Subklon JMP)
wurden mit Fura-2 AM beladen und nach Mikroinjektion mittels Ca2+-lmaging untersucht. A, T-Zellen
wurden 100 nM NAADP und steigende Konzentrationen BZ52 (1 uM — 1 mM) koinjiziert (Mittelwerte, n
= 3 — 9). Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Mikroinjektion. B, Konzentrations-Wirkungs-Kurve zur

Darstellung des inhibitorischen Effekts von BZ52 (Mittelwerte + Standardfehler, n = 3 — 9). Signifikan-
zen wurden mittels des Student’s t-test berechnet und mit * fiir p < 0,05 gekennzeichnet.

Als erstes wurde das Wirkungsspektrum von BZ52 untersucht. Diese Substanz
stellte sich als potenter NAADP-Antagonist heraus, der nach Koinjektion mit NAADP
die NAADP-abhdngigen Ca®-Signale in Jurkat T-Lymphocyten (Subklon JMP)
unterdriickte. In einer typischen Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wurden
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NAADP-abhingige Ca?*-Signale bei steigenden BZ52-Konzentrationen (1 — 1000
HUM) zunehmend stérker inhibiert (Abb. 4.10 A). Der 1Cs lag bei ca. 1,7 uM (Abb.
4.10 B). Ein weiterer, entscheidender Aspekt der Wirkungsweise von BZ52 war
darliber hinaus die Tatsache, dass die beiden anderen wichtigen, Ca**-freisetzenden
sekundaren Botenstoffe in T-Zellen, IP; (Streb et al., 1983) und cADPR (Lee et al.,
1989), nicht beeinflusst wurden. Wenn man IP; oder cADPR mit einer maximal-
wirksamen Konzentration von 1 mM BZ52 in T-Zellen koinjizierte, nahm die Starke
der entstehenden Ca?*-Signale nicht ab (Abb. 4.11 A und B). Dieses Ergebnis macht
die hohe Spezifitdt von BZ52 deutlich.
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Abb. 4.11: Keine Inhibition IP;- und cADPR-abhéangiger Caz*-SignaIe in Jurkat T-Lymphocyten
durch BZ52. Jurkat T-Zellen (Subklon JMP) wurden mit Fura-2 AM beladen und nach Mikroinjektion
mittels Ca**-Imaging untersucht. A, globale [Ca**]; in Folge der Mikroinjektion von IP; (4 uM), IP; plus
BZ52 (1 mM) oder Intrazellularpuffer (Mittelwerte, n = 4 — 7). Rechts: Vergleich der transienten Ca“*-
Peaks sowie der folgenden Plateauphase nach Mikroinjektion in Abhangigkeit von der jeweiligen
Kondition (Mittelwerte + Standardfehler, n = 4 - 7). B, globale [Ca**]; in Folge der Mikroinjektion von
cADPR (100 pM), cADPR plus BZ52 (1 mM) oder Intrazellulérpuffer (Mittelwerte, n = 4 — 9). Rechts:
Vergleich der transienten Ca®*-Peaks sowie der folgenden Plateauphase nach Mikroinjektion in
Abhéangigkeit von der jeweiligen Kondition (Mittelwerte + Standardfehler, n = 4 - 9). Die Pfeile
markieren den Zeitpunkt der Mikroinjektion.

Im AnschluB an die Untersuchung von BZ52 wurde der potentielle NAADP-

Antagonist BZ194 untersucht, der auBerdem aufgrund seiner langeren Alkylkette
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Abb. 4.12: Spezifische und konzentrationsabhingige Inhibition NAADP-induzierter Ca®* Signale
in Jurkat T-Lymphocyten durch das NAADP-Analogon BZ194. Jurkat T-Zellen (Subklon JMP)
wurden mit Fura-2 AM beladen und nach Mikroinjektion mittels Ca‘?*-lmaging untersucht. A, T-Zellen
wurden mit 100 nM NAADP und steigenden Konzentrationen BZ194 (1 uM — 1 mM) koinjiziert (Mittel-
werte, n = 5 — 14). Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Mikroinjektion. B, Konzentrations-Wirkungs-
Kurve zur Darstellung des inhibitorischen Effekts von BZ194 (Mittelwerte + Standardfehler, n = 5 —

14). Signifikanzen wurden mittels des Student’s t-test berechnet und mit * fiir p < 0,05 gekenn-
zeichnet.

membranpermeabel zu sein schien. Diese Substanz stellte sich ebenfalls als
potenter NAADP-Antagonist heraus, der nach Koinjektion mit NAADP das NAADP /
Ca?*-Signalsystem in Jurkat T-Lymphocyten inhibierte. In einer wiederum typischen
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wurden NAADP-abhidngige Ca?*-Signale bei
steigenden BZ194-Konzentrationen (1 — 1000 pM) zunehmend unterdriickt (Abb.
4.12 A). Der ICs lag bei ca. 3,0 uM (Abb. 4.12 B). In Anlehnung an die Spezifitats-



Ergebnisse 57

untersuchungen mit BZ52 kennzeichnete sich auch BZ194 in seiner Wirkungsweise
dadurch aus, dass die beiden anderen wichtigen, Ca**-freisetzenden sekundaren
Botenstoffe in T-Zellen, IP3; (Streb et al., 1983) und cADPR (Lee et al., 1989), nicht
beeinflusst wurden. Wenn man |P; oder cADPR mit einer maximal-wirksamen
Konzentration von 1 mM BZ194 in T-Zellen koinjizierte, nahm die Starke der
entstehenden Ca?*-Signale nicht ab (Abb. 4.13 A und B). Dieses Ergebnis macht wie
bei BZ52 die hohe Spezifitat von BZ194 deutlich.
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Abb. 4.13: Keine Inhibition IP;- und cADPR-abhéngiger Caz"-SlgnaIe in Jurkat T-Lymphocyten
durch BZ1 94. Jurkat T-Zellen (Subklon JMP) wurden mit Fura-2 AM beladen und nach Mikroinjektion
mittels Ca®*-Imaging untersucht. A, globale [Ca®*]; in Folge der Mikroinjektion von IP3 (4 pM), IP; plus
BZ194 (1 mM) oder Intrazellulérpuffer (Mittelwerte, n = 5 — 13). Rechts: Vergleich der transienten
Ca®*-Peaks sowie der folgenden Plateauphase nach Mikroinjektion in Abhangigkeit von der jeweiligen
Kondition (Mittelwerte + Standardfehler, n = 5 - 13). B, globale [Ca**]; in Folge der Mikroinjektion von
cADPR (100 uM), cADPR plus BZ194 (1 mM) oder Intrazellularpuffer (Mittelwerte, n = 6 — 13). Rechts:
Vergleich der transienten Ca®*-Peaks sowie der folgenden Plateauphase nach Mikroinjektion in
Abhangigkeit von der jeweiligen Kondition (Mittelwerte + Standardfehler, n = 6 - 13). Die Pfeile
markieren den Zeitpunkt der Mikroinjektion.
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Im Rahmen der Spezifizititsexperimente fielen BZ52 und BZ194 zusatzlich durch
einen weiteren Effekt auf. Beide Antagonisten inhibierten cADPR-vermittelte Ca®*-
Signale nicht. Vielmehr erhdéhten BZ52 und BZ194 deutlich die Amplitude des
transienten Ca®*-Peaks nach Mikroinjektion (Abb. 4.11 B und 4.13 B). Die sich
anschlieBende Ca**-Plateauphase verlief wieder dhnlich wie bei den Positivkontrollen
mit cADPR. Dennoch waren die Amplitudenerhéhungen in beiden Fallen nicht

signifikant.

4.2.2 Die Wirkung des niedermolekularen NAADP-Antagonisten BZ194 auf das
Ca?*-Signalsystem in primaren Ratten T-Zellen

Nach Abschluss der Versuche mit BZ52 und BZ194 an der Jurkat T-Zelllinie wurde
die experimentelle Strategie in zwei wesentlichen Punkten weiterentwickelt: (i) alle
weiteren Experimente wurden an primaren myelin basic protein (MBP)-spezifischen,
CD4" memory Ratten T-Zellen durchgefiihrt, wie sie im Krankheitsmodell der
experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (EAE) zum Einsatz kommen und
(i) von den beiden bisher analysierten, potentiellen NAADP-Antagonisten wurde
BZ194 ausgewahlt, da es aufgrund seiner langeren Alkylkette eher

membranpermeabel sein sollte.

Tatsachlich blockierte BZ194 in Abhangigkeit von der Konzentration sowie der
Vorinkubationszeit TCR/CD3-vermittelte Ca?*-Signale (Abb. 4.14 A und B). Die ICso-
Werte lagen bei ca. 0,8 mM fiir den Ca®*-Peak und 0,17 mM fiir das Ca®*-Plateau.
Uberdies wurde anhand von Messungen in einem Ca*-freien System, mit
anschlieBender Ca**-Zugabe (Gasser et al., 2006) entdeckt, dass BZ194 (i) die Ca?*-
Freisetzung aus intrazellularen Speichern stark abschwéchte und zusatzlich den (ii)
schnellen, transienten Ca**-Influxpeak nach Ca?*-Zugabe zusammen mit der (iii)
folgenden, lang anhaltenden Ca**-Plateauphase unterdriickte (Abb. 4.15 A und B).
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Abb. 4.14: Der NAADP-Antagonist BZ194 inhibiert die Ca**-Signalsysteme in ruhenden, MBP-
spezifischen Ratten Memory T-Zellen. Ruhende, MBP-spezifische Memory Ratten T-Zellen wurden
mit Fura-2 AM beladen und mittels ratiometrischer Fluorimetrie vermessen. A, T-Zellen wurden Uber
Nacht mit 1 mM BZ194 bzw. DMSO vorinkubiert. Die Pfeile markieren die Zugabe von (1. Pfeil) anti-
CD3-mAb (10 pg/ml) und (2. Pfeil) einem vernetzenden, sekundaren Antikérper (40 upg/ml).
(Mittelwerte, n = 8 — 9). B, Links: Konzentrations-Wirkungs-Kurven zur Darstellung des inhibitorischen
Effekts von BZ194 auf den transienten Ca®*-Peak sowie die folgende Plateauphase (Mittelwerte +
Standardfehler, n = 8 — 9). Rechts: Effekte steigender Vorinkubationszeiten mit BZ194 auf die Ca**-
Signalsysteme in Ratten T-Zellen. Signifikanzen wurden mittels des Student’s t-test berechnet und mit

* fur p < 0,05 gekennzeichnet.

In einem weiteren Schllsselexperiment konnte demonstriert werden, dass der
kapazitative Ca?*-Einstrom als wesentlicher Bestandteil des Ca®-Influxes in
Anwesenheit von BZ194 nicht beeinflusst wurde (Abb. 4.16). Somit war ein weiterer
Beweis daflr erbracht, dass diese Substanzklasse, zu der BZ52 und BZ194 z&hlen,

keine nennenswerten Unspezifitaten aufwies.

Nach AbschluB der in vitro Ca®**-Versuche mit BZ52 und BZ194 untersuchten
Kooperationspartner um Chiara Chordiglieri und PD Dr. Alexander Fligel am MPI fir
Neurobiologie in Martinsried weitere Elemente der T-Zellaktivierung stromabwarts
der Ca?*-Signalsysteme nach Inhibition mit BZ194 (Abb. 4.17). Sowohl die Antigen-
induzierte Cytokinproduktion als auch die Proliferation primarer, MBP-spezifischer,
CD4" humaner und Ratten Memory T-Zellen wurden unterdriickt. BZ194 reduzierte
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sehr stark die IL2-Sekretion in Ratten T-Zellen sowie deren Proliferation (Abb. 4.17 A
und B). Ein vergleichbares Bild ergab sich auch fir humane T-Zellen (Abb. 4.17 C
und D).
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Abb. 4.15: Der NAADP-Antagonist BZ194 inhibiert Caz*-Freisetzung und Ca*-Influx in
ruhenden, MBP-spezifischen Ratten Memory T-Zellen. Ruhende, MBP-spezifische Memory Ratten
T-Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen und mittels ratiometrischer Fluorimetrie vermessen. A, T-
Zellen wurden Uber Nacht mit 1 mM BZ194 bzw. DMSO vorinkubiert. Die Pfeile markieren die Zugabe
von (1. Pfeil) anti-CD3-mAb (10 pg/ml) und (2. Pfeil) einem vernetzenden, sekundaren Antikdrper (40
pg/ml) unter Ca**-freien Bedingungen. Dann wurde (3. Pfeil) die extrazelluldre Ca**-Konzentration auf
1 mM erhéht (Mittelwerte, n = 6 — 7). B, Die Balkengrafik fasst die Ergebnisse aus A zusammen
(transienter Ca2+-Freisetzungspeak und Influxpeak sowie das Ca2+-lnfluxplateau. Die
Negativkontrollen wurden ohne die Stimulation durch anti-CD3-mAb ausgefiihrt (Mittelwerte +
Standardfehler, n = 6 — 7). Signifikanzen wurden mittels des Student’s t-test berechnet und mit * fir p
< 0,05 gekennzeichnet. Die farbigen Punkte (rot, blau und dunkelrot) markieren die Zeitpunkte, an
denen die Werte fur B erfasst wurden.
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Abb. 4.16: Der NAADP-Antagonist BZ194 hat keinen inhibitorischen Einfluss auf den Thapsi-
gargin-induzierten Ca**-Influx. Ruhende, MBP-spezifische Memory Ratten T-Zellen wurden mit
Fura-2 AM beladen und mittels ratiometrischer Fluorimetrie vermessen. T-Zellen wurden Uber Nacht
mit 1 mM BZ194 bzw. DMSO vorinkubiert. Der Pfeil markiert die Zugabe von 1 uM Thapsigargin
(Mittelwerte, n = 9). Rechts: Vergleich der Plateauphase nach Thapsigargin-Zugabe in Abhangigkeit
von der jeweiligen Kondition (Mittelwerte + Standardfehler, n = 9).

Diese Versuche machten deutlich, dass BZ194 (i) die Proliferation primarer T-Zellen
beeinflussen bzw. hemmen kann und (i) die Synthese aktivierungsspezifischer
Botenstoffe gedrosselt wird. Es wurden Ereignisse beeinfluBt, die in den Signal-
wegen der T-Lymphocyten stromabwarts der Ca®*-Signalebene liegen und zeitlich
betrachtet erst Stunden und Tage spater ihre volle Wirkung entfalten.
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Abb. 4.17: Effekte von
BZ194 auf die Proliferation
und

IL-2 Sekretion MBP-spezi-
fischer humaner und Ratten
Memory T-Zellen. A, IL-2
Sekretion  MBP-spezifischer
Ratten Memory T-Zellen nach
Stimulation mit OVA oder
MBP in der Gegenwart von
DMSO (Vehikelkontrolle) oder
BZ194 (Mittelwerte +
Standardab-weichung,
Triplikate, repra-sentativ fir
zwei unabhéngige
Experimente). * p < 0,0001.
B, Proliferation  MBPggp-
spezifischer Ratten T-Zellen
in Kultur mit professionellen
APC des Thymus in der
Gegenwart von MBP oder
OVA (Kontrollantigen). Die
Zellen wurden mit steigenden
Konzentrationen BZ194 oder
Nikotinsdure und DMSO als
Lésungsmittel inkubiert. Die
Quantifizierung erfolgte
mittels Cytofluorimetrie.
(Mittelwerte + Standardabwei-
chung, Triplikate, repra-
sentativ fir 12 unabhéangige
Experimente). * p < 0,0001.
C, IL-2 Sekretion MBP-
spezifischer  humaner T-
Zellen nach Stimulation mit
TT oder MBP in der
Gegenwart von DMSO
(Vehikelkontrolle) oder BZ194
(Mittelwerte + Standardab-
weichung, Triplikate, repra-
sentativ fir drei unabhangige
Experimente). * p < 0,0001.
D, Proliferation MBP-spezi-
fischer humaner T-Zellen
nach Stimulation mit MBP
oder OVA (Kontrollantigen).
Die Zellen wurden mit
steigenden Konzentrationen
BZ194 inkubiert. Es wurde
die [*H] Thymidin Inkorpo-
ration gemessen. (Mittelwerte
+ Standardabweichung, Tripli-
kate, reprasentativ fir drei
unabhéngige Experimente). *
p < 0,0001.

[Die Daten wurden erhoben
und freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von Chiara
Chordiglieri und PD Dr.
Alexander Flugel, MPI,
Martinsried.]
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4.3 Ein synthetisches cADPR-Analogon als wirksamer Agonist in
den Ca**-Signalsystemen humaner T-Lymphocyten

Kooperationspartner unserer Arbeitsgruppe um Prof. Liangren Zhang und Prof. Lihe
Zhang an der Universitat Peking in China synthetisierten und charakterisierten
kirzlich eine Reihe neuartiger cADPR Analoga mit Adenin als Base, bei denen die
,nordliche* Ribose (northern ribose, Abb. 4.18 A) durch eine Etherbriicke oder
unterschiedliche Alkanketten ersetzt worden war. Die Substanzen wurden auf |hre
biologische Aktivitat in Jurkat T-Lymphocyten getestet. Die Versuchsergebnisse zu
einer der neu synthetisierten Substanzen, cADPRcE (Abb. 4.18 B), sind in diesem

Abschnitt des Ergebnisteils wiedergegeben.

Der cADPR-abhéngige Ca?*-Signalweg ist ein wesentlicher Bestandteil der Ca®'-
Signalwege in T-Lymphocyten und fir die Aktivierung dieses Zelltyps unerldsslich
(Guse et al., 1999; Guse, 2004). Vor diesem Hintergrund zeigte das synthetische
cADPR-Analogon cADPRcE aufgrund seiner hydrophoben Modifikation einige
interessante Eigenschaften. So wie kirzlich schon fiir ein strukturell verwandtes,
kinstliches cADPR-Analogon, cIDPRE, gezeigt werden konnte (Gu et al., 2004), war
die Substanz cADPRCcE in der Lage, die Plasmamembran von T-Lymphocyten durch
Diffusion zu tberwinden. Sobald sie das Cytosol erreichte, l6ste sie ein prominentes
Ca**-Signal mit transientem Ca®*-Peak aus, der von einer lang anhaltenden
Plateauphase mit erhdhter Ca?*-Konzentration gefolgt wurde (Abb. 4.18 C). Im
Vergleich zum Ca®*-Signal einer TCR/CD3-abhangigen Stimulation war die Substanz
cADPRCE ein Agonist des cADPR-Ca?*-Signalwegs (Abb 4.18 C). Es fiel auf, dass
cADPRCE keinen so prominenten Ca®*-Peak induzierte, wie er nach Stimulation des
TCR/CD3-Komplexes auftrat. Die Verldufe beider Ca®*-Signale waren vor allem
wahrend der langanhaltenden Plateauphase erhdhter Ca®*-Konzentration einander
sehr &hnlich.

Im Laufe der konfokalen Ca®*-Messungen auf Einzelzelllebene wurde deutlich, dass
die Substanz cADPRCE vor dem Eintreten eines globalen Ca®*-Signals subzellulare
Ca**-Signale induzierte (Abb. 4.18 D). Die Regionen, in denen diese lokalen Ca®*-
Signale auftraten, fanden sich hauptsachlich in der Nahe der Plasmamembran sowie
inmitten des Cytosols der T-Zellen wieder.
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Abb. 4.18: Ca2+-MobiIisierung durch das synthetische cADPR-Analogon cADPRCE in einzelnen
T- ZeIIen Jurkat T-Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen und mittels des ratiometri-schen, konfokalen
ca* -Imaging in Anwesenheit von 1 mM Ca®* extrazellular vermessen. A und B, cADPR Struktur (A)
und im Vergleich dazu die Struktur des synthetischen Analogons cADPRCE. C, Ca®*-Signalverliufe
dreier Zellen, die mit cADPRcE (0,5 mM), dem anti-CD3 Antikérper OKT3 oder Messpuffer
(Vehikelkontrolle) stimuliert wurden. D, Es sind charakteristische ratiometrische Bilder der [Ca ") einer
Jurkat T-Zelle in Falschfarbendarstellung zu sehen. Desweiteren wurde ein ausgewahlter
subzelluldrer Bereich vergréBert abgebildet. Die verschiedenen Phasen der Messung sind
gekennzeichnet (basale Phase vor Zugabe von 10 a, die sich anschlieBende Schrittmacher-Phase
und die globale Phase). Der Messbalken in der unteren Bilderreihe entspricht eine Lange von 1 um.
[Die Daten wurden gemeinsam erhoben mit Jianfeng Xu, Universitat Peking, China.]



Ergebnisse 65

4.4 Zwei natirlich vorkommende cADPR-Metabolite als wirksame
Agonisten in den Ca*-Signalsystemen humaner HeLa-Karzinom-
zellen

Nachdem im vorherigen Abschnitt ein synthetisches cADPR-Analogon vorgestellt
und seine Ca**-freisetzenden Eigenschaften beschrieben wurden, werden in diesem
Kapitel zwei natirlich vorkommende cADPR-Metabolite genannt, P24 und Ap2A, die
im Gegensatz zum Signalmolekil cADPR linear sind und Uber zwei Adeninbasen
verfigen (Abb. 4.19).

Die ADP-Ribosylcyclasen (ADPRCs) des Menschen, CD38, des Mollusken Aplysia
californica und des Schwammes Axinella polypodies sind in der Lage, aus Adenin
und cADPR die beiden linearen cADPR-Metabolite P24 und Ap2A zu bilden (Basile
et al., 2005).

Abb. 4.19: Strukturen zweier physiologi-
scher, cADPR-verwandter NAD-Metabolite,
P24 und Ap2A.

Die ADPR-Cyclasen des Menschen, (CD38),
des Mollusken A. californica und des
Schwammes A. polypoides sind in der Lage,
zwei bis vor kurzem unbekannte Nukleotide
(P24 und Ap2A) aus cADPR und Adenin zu
synthetisieren. Ap2A ist Gber eine C1’-N9 N-
glykosidische Bindung mit einem zweiten
Adeninmolekl verbunden, P24 (iber eine C1’-
N3 N-glykosidische Bindung. Beide Molekiile
sind im Gegensatz zum zyklischen cADPR
linear.

[Die Abbildung wurde freundlicherweise zur
Verfigung gestellt von Giovanna Basile und
Prof. A. de Flora, Universitat Genua, Italien.]

In einer ersten Reihe von Experimenten konnte mit Hilfe konfokaler Ca**-Messungen
auf Einzelzellebene demonstriert werden, dass beide Metabolite bei extrazellularer
Zugabe membranpermeant waren und in HelLa Karzinomzellen Ca?**-freisetzende
Eigenschaften besafBBen (Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: Effekte der cADPR-Metabolite P24 und Ap2A auf die Ca**-Signalsysteme in HelLa
Zellen. HeLa Karzinom Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen und nach Substanzzugabe mittels
Ca**-Imaging untersucht. A, Ca**-Signale nach Zugabe von P24 (20 pM); Mittelwerte in rot (n = 28).
B, Ca**-Signale nach Zugabe von Ap2A (100 uM); Mittelwerte in rot (n = 10). C, HeLa Zellen wurden
mit 100 pM Ap2A fiir 30 min bei 37 °C vorinkubiert und anschlieBend die Ca*-Signale nach
Stimulation mit P24 (20 pM) gemessen; Mittelwerte in rot (n = 5). D, Vergleich der gemittelten Ca**-
Signale aus A — C. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der Substanzzugabe.

Die Zugabe von P24 alleine I6ste in den Zellen eine prominente Ca®*-Antwort aus,
die sich aus einem schnell einsetzenden initialen, transienten Ca**-Peak und einer
lang anhaltenden Ca®*-Plateauphase zusammensetzte (Abb. 4.20 A). Wenn man
Ap2A alleine zu den Zellen gab, erfolgte auch hier die Entstehung eines Ca®*-
Signals, aber der transiente Ca®*-Peak setzte verzdgert ein und war insgesamt etwas
schwicher (Abb. 4.20 B). Auch die Ca?-Plateauphase entwickelte sich
differenzierter, indem die intrazelluldre Ca®*-Konzentration zum Ende der Messungen
hin stark zunahm und nicht auf einem konstanten Niveau blieb wie bei P24 (Abb.
4.20 B). In Kombinationsexperimenten mit beiden Substanzen zeigte sich schlieBlich,
dass P24-induzierte Ca®*-Signale nach Vorinkubation der HelLa Zellen mit Ap2A
ebenfalls nur verzdgert eintraten und darilber hinaus die intrazelluldre Ca®*-
Konzentration wahrend der lang anhaltenden Ca®**-Plateauphase deutlich zunahm
(Abb. 4.20 C). Wenn man jedoch die Ca?*-Plateauphasen aller drei Konditionen
anhand der gemittelten Ca?*-Signalverldufe miteinander vergleicht, fallt sofort auf,
dass beim kombinierten Einsatz von Ap2A und P24 die Zunahme der intrazellularen
Ca®*-Konzentration langsamer und schwécher erfolgte als nach der alleinigen
Zugabe von P24 (Abb. 4.20 D).

Nach der Untersuchung der globalen Ca?*-Signale wurden auch die subzellularen
Ca?*-Signale einer genauen Analyse unterzogen, wodurch sich weitere Erkenntnisse
gewinnen lieBen. Auf der Ebene der subzelluldren Ca?*-Signale jedoch
unterschieden sich die beiden Substanzen deutlich voneinander. P24 |éste in einer
sog. ,Schrittmacher-Phase nach Zugabe frilhzeitig lokale Ca®**-Signale mit
steigenden Signalamplituden aus, die sich zuerst in der Nahe der Plasmamembran
formierten, um dann weiter in das Cytosol und dann den Nukleus vorzudringen (Abb.
4.21 A, 4.22 A und 4.23 A). Abbildung 4.24 A zeigt beispielhaft einen Bereich des
Cytosols mit hoher subzellularer Aktivitat.
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Abb. 4.21: Effekte der cADPR-Metabolite P24 und Ap2A auf die subzelluliren Ca**-Signale
nahe der Plasmamembran in HeLa ZeIIen. HelLa Karzinom Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen
und nach Substanzzugabe mittels Ca®*-Imaging untersucht. Lokale Ca®*-Antworten wurden im
Cytosol nahe der Plasmamembran gemessen und als D|fferenz der maximalen Signalamplitude zur
Amplitude der naheren Umgebung dargestellt. Subzellulare Ca®*-Signale wurden nach Zugabe von,
A, P24 (20 pM) (Mittelwerte, n = 28), von, B, Ap2A (100 uM) (Mittelwerte, n = 10) und von, C, P24
nach Ap2A Vorlnkubat|on (80 min, 37 °C) (Mittelwerte, n = 5) gemessen. Auf der linken Seite flnden
sich die einzelnen Ca**-Signalverliufe jeder Zelle und auf der rechten Seite die gemittelten Ca®'-
Signalverlaufe. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der Substanzzugabe.
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Abb. 4.22: Effekte der cADPR-Metabolite P24 und Ap2A auf die subzelluliren Ca**-Signale des
Cytosols in HelLa Zellen. HeLa Karzinom Zellen wurden m|t Fura-2 AM beladen und nach
Substanzzugabe mittels Ca®*-Imaging untersucht. Lokale Ca®**-Antworten wurden im Cytosol
gemessen und als D|fferenz der maximalen Signalamplitude zur Amplitude der ndheren Umgebung
dargestellt. Subzelluldre Ca®*-Signale wurden nach Zugabe von, A, P24 (20 uM) (Mittelwerte, n =
28), von, B, Ap2A (100 uM) (Mittelwerte, n = 10) und von, C, P24 nach Ap2A Vorinkubation (30 m|n
37 °C) (Mittelwerte, n = 5) gemessen. Auf der linken Seite f|nden sich die einzelnen Ca**
Signalverlaufe jeder Zelle und auf der rechten Seite die gemittelten Ca®*-Signalverlaufe. Die Pfelle
markieren die Zeitpunkte der Substanzzugabe.
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Abb. 4.23: Effekte der cADPR-Metabolite P24 und Ap2A auf die subzelluldren Ca?**-Signale des
Nukleus in HelLa Zellen. HeLa Karzinom Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen und nach
Substanzzugabe mittels Ca**-Imaging untersucht. Lokale Ca*-Antworten wurden im Cytosol
gemessen und als leferenz der maximalen Signalamplitude zur Amplitude der ndheren Umgebung
dargestellt. Subzellulare Ca**-Signale wurden nach Zugabe von, A, P24 (20 uM) (Mittelwerte, n = 28),
von, B, Ap2A (100 puM) (Mittelwerte, n = 10) und von, C, P24 nach Ap2A Vonnkubatlon (30 min, 37
°C) (Mittelwerte, n = 5) gemessen. Auf der linken Seite flnden sich die einzelnen Ca® *-Signalverlaufe
jeder Zelle und auf der rechten Seite die gemittelten Ca®*-Signalverlaufe. Die Pfeile markieren die
Zeitpunkte der Substanzzugabe.
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Im Gegensatz zu P24 Iste Ap2A nach Zugabe keine subzellularen Ca?*-Signale mit
steigenden Signalamplituden in der gleichen ,Schrittmacher“-Phase wie P24 aus. Die
Regionen in der Nahe der Plasmamembran, das gesamte Cytosol und der Nukleus
blieben ruhig auf einem Niveau mit basalen Ca®**-Oszillationen und kleinen
Signalamplituden (Abb. 4.21 B, 4.22 B und 4.23 B). Das anhaltende Ruheniveau
basaler, subzellularer Ca?*-Signale in Bereichen des Cytosols gibt Abbildung 4.24 B
reprasentativ wieder.

Eine weitere Auffalligkeit auf Ebene der subzelluldren Ca®*-Signale ergab sich bei
den Ca®-Messungen mit Ap2A-Vorinkubation und anschlieBender P24-Zugabe.
Wahrend der ,Schrittmacher“-Phase induzierte P24 lokale Ca?'-Signale mit
steigenden Signalamplituden in Bereichen des Cytosols nahe der Plasmamembran
(Abb. 4.21 C). Diese Signale ahnelten in Starke und Geschwindigkeit ihrer
Entstehung denen aus den Experimenten mit P24 Zugabe alleine (Abb. 4.21 A).
Obwohl diese Ereignisse sehr ausgepragt waren, pflanzten sie sich nicht von der
Plasmamembran aus bis in das Cytosol und den Nukleus fort (Abb. 4.22 C, 4.23 C).
Das gesamte Cytosol und der Nukleus blieben ruhig auf einem Niveau mit basalen
Ca**-Oszillationen und kleinen Signalamplituden (Abb. 4.24 C).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in humanen HelLa Karzinomzellen (i) P24
alleine friihzeitig prominente globale und subzellulire Ca®*-Signale ausldste, (ii)
Ap2A im Gegensatz dazu nur verzdgert globale Ca**-Signale induzierte und die
subzelluldren Ca?*-Signale in der ,Schrittmacher“-Phase in den Bereichen nahe der
Plasmamembran, des Cytosols und des Nukleus auf Ruheniveau verblieben.
Darlber hinaus zeigte sich in Kombinationsexperimenten mit Ap2A und P24, dass
(i) Ap2A nach Vorinkubation das Auftreten P24-vermittelter globaler Ca®*-Signale
verzdgerte und starke lokale Ca?'-Signale auf Bereiche der Plasmamembran

beschrankt blieben.
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Abb. 4.24: Effekte der cADPR-Metabolite P24 und Ap2A auf die subzelluldren Ca**-Signale des
Cytosols in HeLa Zellen. HelLa Karzinom Zellen wurden mit Fura-2 AM beladen und nach Substanz-
zugabe mittels ca* -Imaging untersucht. Lokale Ca**-Antworten wurden im Cytosol gemessen und als
Differenz der maX|maIen Signalamplitude zur Amplitude der naheren Umgebung dargestellt.
Subzellulare Ca®*-Signale wurden nach Zugabe von, A, P24 (20 pM), von, B, Ap2A (100 pM) und von,
C, P24 nach Ap2A Vorinkubation (30 min, 37 °C) gemessen. Auf der linken Se|te finden sich einzelne
HeLa Zellen mit einer Falschfarbendarstellung der intrazellularen Ca*-Konzentration wieder.
Zusétzlich wurde ein ausgewahlter Bereich des Cytosols mit einer GréBe von ca. 2 x 2 um vergréBert
abgebildet. Alle Ze|tpunkte fir die Aufnahmen lagen bei 180 s (durch rote Punkte auf der rechten
Seite mit den Ca®*-Signalverlaufen markiert). Die Lange der MaBstabsbalken entspricht 10 um. Die
gepunkteten schwarzen Linien kennzeichnen die Zellgrenzen, wéhrend die gestrichelten dunkelroten
L|n|en die ungefahre Position des Zellkerns markieren. Auf der rechten Seite sind die dazugehérigen
ca* -Signalverlaufe verzeichnet. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der Substanzzugabe.
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5 Diskussion

5.1 NAADP als priméarer Ca*-freisetzender sekundirer Botenstoff in
humanen T-Lymphocyten

Subzelluldre Ca**-Signale gehen in der sog. pacemaker-Phase globalen Ca?*-Wellen
und —Oszillationen voraus und spielen damit eine entscheidende Rolle fir T-
Lymphocyten auf dem Weg zur Proliferation und Differenzierung. Erst vor kurzer Zeit
gelang es, die Bedeutung der subzellularen Ca®*-Signale in den Signalwegen naher
zu untersuchen, die zu einer Aktivierung der T-Lymphocyten fihren (Kunerth et al.,
2004). Unter weitgehend physiologischen Bedingungen konnte an T-Lymphocyten
gezeigt werden, dass neben dem sekundaren Botenstoff IP3 und seinem Rezeptor
auch der sekundare Botenstoff cADPR sowie der Ryanodin-Rezeptor an der
Initiation, Modulation und Ausbreitung subzellularer Ca?*-Signale beteiligt sind (Guse,
2004) a; (Guse, 2004) b).

Eine Stimulation des TCR/CD3-Rezeptorkomplexes flhrte zu einer erhdhten IP3-
Konzentration und zu einer Aktivierung des IP3;-Rezeptors (Guse et al., 1993).
cADPR wurde im Vergleich langsamer gebildet und aktivierte den Ryanodin-
Rezeptor verzdgert (Guse et al., 1999). Die IP3-Konzentration erreichte bereits drei
Minuten nach Stimulation ihren Héchstwert, um dann innerhalb der nachsten finf bis
zehn Minuten wieder abzufallen (Guse et al., 1993). Im Gegensatz dazu stieg die
cADPR-Konzentration erst funf bis zehn Minuten nach Stimulation signifikant an und
blieb anschlieBend Uber eine Stunde auf einem konstant hohen Niveau (Guse et al.,
1999).

Initiale, subzellulare Ca®*-Signale des IPs-Rezeptors wurden durch eigene Ca®'-
Signale des Ryanodin-Rezeptors verstarkt. Darliber hinaus fand eine gegenseitige
Amplifikation der Ca®*-Antworten tber Ca®*-induzierte Ca®*-Freisetzung (CICR) statt
(Kunerth et al., 2004). Ausgehend von der Plasmamembran breiteten sich die
subzelluldren Ca?*-Signale entlang der Ryanodin-Rezeptoren ins Zellinnere aus, bis

sich daraus ein globales Ca?*-Signal entwickelte (Kunerth et al., 2004).
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Im Bereich des Cytosols sowie des Zellkerns traten nach physiologischer Stimulation
subzellulare Ca®*-Signale erhdhter Frequenz nur bei Expression des Ryanodin-
Rezeptor-Typs 3 auf und wurden durch cADPR moduliert (Kunerth et al., 2004). Eine
Variation der Amplituden konnte hingegen unter keinen Versuchsbedingungen
festgestellt werden (ebd.). Die raumliche Gleichverteilung von IPs- und Ryanodin-
Rezeptoren im Bereich der Plasmamembran sprach fir eine konzertierte Aktion
dieser Ca®*-Kandle bei der Generierung subzelluldrer Ca®*-Signale (Kunerth et al.,
2004).

In Anlehnung an diese Resultate erlauben die Ergebnisse des ersten Teils (4.1) der
hier vorliegenden Arbeit einen erganzenden Blick auf die Stellung des sekundaren
Botenstoffs NAADP sowie des Ryanodin-Rezeptors innerhalb des Signalwegs
subzelluldrer Ca?*-Signale. Vorhergehende pharmakologische und molekular-
biologische Untersuchungen hatten bereits gezeigt, dass NAADP in Abhé&ngigkeit
vom Ryanodin-Rezeptor in humanen T-Lymphocyten globale Ca?*-Signale induzierte
(Langhorst et al., 2004).

Die Mikroinjektionen von 100 und 30 nM NAADP vermochten beide jeweils globale
Ca®*-Signale in T-Zellen zu induzieren, wobei letztere mit einigen Sekunden
Verzdgerung entstanden und zuvor eingeleitet wurden durch lokale, d.h. subzellulare
Ca?*-Signale. Somit war erfolgreich eine Vorraussetzung geschaffen worden, um die
Eigenschaften und Abhangigkeiten NAADP-induzierter, subzellularer Ca**-Signale

eingehender zu untersuchen.

Vor kurzem wurde nach einer Reihe eindrucksvoller Experimente an Acinuszellen
des Pankreas ein Modell zur Entstehung und Rolle NAADP-abhangiger, lokaler und
globaler Ca?*-Signale aufgestellt (Cancela et al., 1999; Cancela et al., 2000). Dieses
sogenannte 2-pool model (Abb. 5.1) besagt, dass NAADP nach physio-logischer
Stimulation (hier: CCK) an einen NAADP-Rezeptor bindet, so dass lokal begrenzt
Ca®* aus intrazelluldren Speichern freigesetzt wird, die vom ER unterscheidbar sind.
Der NAADP-Rezeptor ist hierbei nicht identisch mit dem Ryanodin Rezeptor. Mit Hilfe
dieses Startersignals werden benachbarte IP3- und Ryanodin Rezeptoren Gber CICR
aktiviert und entleeren Ca®* aus dem ER in das Cytosol. Der Prozess wird dariiber
hinaus noch besonders in Anwesenheit der beiden anderen Ca®-freisetzenden,
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sekundaren Botenstoffe IP; und cADPR verstarkt. Andererseits unterliegt der
NAADP-Rezeptor nicht dem Einfluss von CICR.

CCK

InsP;R/RYR
A\ J J
v N~
CaZ*trigger CaZtamplifier

SN——

Y
complex patterns

Abb. 5.1: 2-pool model. NAADP setzt zuerst ca® aus NAADP-abhéangigen, intrazellularen ca*-
Speichern frei. Mit Hilfe dieses Startersignals werden Uber CICR benachbarte IP;- und Ryanodin
Rezeptoren mobilisiert, so dass es zu einer sich selbst verstarkenden und auch fortpflanzenden Ca**-
Freisetzung aus dem ER kommt. CICR hat keinerlei Einfluss auf den NAADP-Rezeptor. Desweiteren
wird der CICR in Anwesenheit der beiden anderem sekundaren Botenstoffe cADPR und IP; verstarkt.
(veréndert nach (Cancela et al., 1999))

Vor dem Hintergrund dieses 2-pool models und ausgehend von der Tatsache, dass
in dieser Arbeit subzelluldre Ca®*-Signale mit einer ausreichend groBen Verweildauer
in humanen T-Zellen generiert werden konnten (s.0.), kristallisierte sich im Verlaufe

der weiteren Untersuchungen ein anderes Modell heraus.

Cancela et al. demonstrierten kirzlich, dass in Acinuszellen des Pankreas NAADP-
vermittelte, subzellulire Ca?'-Signale durch eine inhibitorische Ryanodinkonzen-
tration unterdriickt wurden (Cancela et al., 2000). Da im Seeigeleisystem aber eine
Inhibition der Ryanodin Rezeptoren keine Hemmung der NAADP-vermittelten Ca®*-
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Freisetzung zur Folge hatte (Lee and Aarhus, 1995), interpretierten Cancela et al.
ihre Daten nicht als direkten Effekt des Ryanodins auf die NAADP-Sensitivitat des
Ryanodin Rezeptors. Vielmehr gingen sie davon aus, dass NAADP nach wie vor ein
Startersignal induzierte und lediglich die sich anschlieBende Verstarkung tber CICR
durch Ryanodin aufgehalten wurde. Yamasaki et al. gelang es kdrzlich in einigen
Arbeiten aufzuzeigen, dass NAADP in Acinuszellen und [J-Zellen des Pankreas
Calcium aus einen anderen Ca?*-Speicher als das ER freisetzte, auf das IP; und
cADPR wirkten (Yamasaki et al., 2004; Yamasaki et al., 2005). Die NAADP-
abhangigen Ca®*-Signale entstanden direkt nach der physiologischen Stimulation
tuber CCK und der damit verknlUpften Erhdéhung der intrazellularen NAADP-
Konzentration (Yamasaki et al., 2005). NAADP interagierte auch hier nicht mit dem
Ryanodin Rezeptor (Yamasaki et al., 2005). Diese Erkenntnisse unterstlitzten die
Aussage von Cancela et al.,, dass NAADP lediglich ein Startersignal induzierte
(Cancela et al., 2000; Cancela et al., 2002).

Auch in humanen T-Zellen mindete die pharmakologische Inhibition sowie die
molekularbiologisch herbeigeflihrte, erniedrigte Expression des Ryanodin Rezeptors
in einer Hemmung NAADP-vermittelter, globaler Ca?*-Signale (Langhorst et al.,
2004). Obwonhl dieses Ereignis von Langhorst et al. auf die direkte Inhibition des
Rezeptors zurtickgeflhrt wurde, bestand nach wie vor die Méglichkeit, dass sich
NAADP in humanen T-Zellen ahnlich verhielt, wie es von Cancela et al. fir die

Acinuszellen postuliert worden war (s.0.).

In den Experimenten der hier vorliegenden Arbeit erreichte man durch die
Kooinjektion der Inhibitoren Ruthenium Rot und Ryanodin mit NAADP, dass NAADP-
induzierte, subzelluldre Ca**-Signale im Jurkat-Klon JMP vollstandig unterdriickt
wurden (s. Abb. 4.3 und 4.4). Die gemessenen Ca?*-Signale lberstiegen, was ihre
Amplitude betraf, nicht das Ubliche Ruheniveau der Zellen. Um jedoch mdgliche
Unspezifitdten beim Einsatz der beiden Antagonisten auszuschlieBen, untersuchte
man noch in Form von Positivkontrollen die Wirkung der beiden Substanzen Heparin
sowie SKF 96365 auf die Entwicklung NAADP-vermittelter, subzellularer Ca?*-
Signale. Bei Heparin handelt es sich um einen Antagonisten des IP3;-Rezeptors
(Bultynck et al., 2003) und bei SKF 96365 um einen Blocker des (Ca?*-induzierten)
Ca?*-Influx (Merritt et al., 1990). In der Tat reduzierte die Koinjektion von NAADP mit
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Heparin bzw. die NAADP-Mikroinjektion nach Vorinkubation der Zellen mit SKF
96365 nicht nennenswert den Aufbau subzellularer Ca®*-Signale. Im Gegenteil waren
die Signalamplituden im Vergleich zu denen nach reinen NAADP-Mikroinjektionen
sogar noch leicht erhéht. Dieser unterschwellige, agonistische Effekt auf die Ca*'-
Freisetzung wurde sowohl fir Heparin (Bezprozvanny et al., 1993) als auch fir SKF
96365 (Merritt et al., 1990) bereits ausflhrlich dokumentiert. Letztlich konnte mit
diesen Positivkontrollen die Spezifitdt der beiden Antagonisten Ryanodin (in hoher
Konzentration) und Ruthenium Rot hinsichtlich des Ryanodin Rezeptors

unterstrichen werden.

Zur weiteren Untermauerung der bis hierher gemachten Beobachtungen verglich
man noch cADPR-vermittelte, subzellulire Ca®**-Signale mit NAADP-vermittelten,
subzelluldaren Ca?*-Signalen (s. Abb. 4.5). Da fiir cADPR die direkte Wirkung auf den
Ryanodin Rezeptor als gesichert gelten konnte (Gerasimenko und Gerasimenko,
2004; Guse, 2004; Lee, 2001), sollten etwaige Ahnlichkeiten der rdumlichen und
zeitlichen Eigenschaften der subzellularen Signale fir NAADP denselben Schluss
zulassen. Es stellte sich dann in der Tat heraus, dass sich die subzellularen Ca?*-
Signale nach cADPR- oder NAADP-Mikroinjektion sehr ahnlich entwickelten. Die
ersten subzellularen Ca?*-Signale traten lokal begrenzt in Randbereichen der Zellen
auf und breiteten sich anschlieBend ringartig entlang der Plasmamembran aus.
Danach wurden noch das Cytosol sowie der Nukleus erfasst. Es formte sich ein
globales Ca**-Signal. Nach der Erfassung dieser charakteristischen Details ging man
noch einen Schritt weiter. Es sollte durch die Koinjektion einer hohen Konzentration
von NAADP zusammen mit cADPR der NAADP-abhingige Ca?*-Signalweg
autoinaktiviert und dann die cADPR-abhangigen, subzellularen Ca®**-Signale
analysiert werden. Bekanntlich ging diese Autoinaktivierung in humanen T-Zellen mit
einer gleichzeitigen Inhibition IPs- und cADPR-vermittelter, globaler Ca®*-Signale
einher (Berg et al., 2000). Tatsachlich konnten nach der Koinjektion keine lokalen
Ca®*-Ereignisse mehr festgestellt werden, die oberhalb des Ca®*-Ruheniveaus der T-
Zellen lagen.

Auf zweierlei Art und Weise konnte so auch hier eine direkte Wirkungsbeziehung des
Ryanodin Rezeptors mit NAADP aufgezeigt werden: (i) durch die groBe raumliche
und zeitliche Ahnlichkeit der cADPR- und NAADP-vermittelten, subzelluldren Ca®*-
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Signale und (i) durch die Hemmung cADPR-induzierter, subzelluldrer Ca?*-Signale
nach Autoinaktivierung des NAADP-Ca?*-Signalwegs.

Insgesamt ergab sich nach den Ergebnissen der Arbeit mit der T-Zelllinie Jurkat
JMP, dass (i) der Ryanodin-Rezeptor fur die Generierung NAADP-vermittelter,
subzellularer Ca®*-Signale notwendig ist, und dass (i) NAADP diese Signale auf

Ebene der Amplituden moduliert.

Die bis zu diesem Zeitpunkt gezogenen Schlisse zur NAADP-Ryanodin Rezeptor-
Wirkungsbeziehung beruhten auf einer pharmakologischen Strategie und lieBen sich
mit Hilfe der Publikationen anderer Arbeitsgruppen noch zusatzlich gut untermauern.
Hohenegger et al. zeigten vor kurzem (Hohenegger et al., 2002) mit einer Reihe
eleganter Experimente (u.a. Einzelkanalmessungen am Ryanodin Rezeptor Typ 1 in
lipid planar bilayers), dass NAADP den Ryanodin Rezeptor schon im nanomolaren
Konzentrationsbereich 6ffnete und zu einer Ca®*-Freisetzung aus dem SR filhrte.
Dieser Effekt war mit Hilfe der beiden Antagonisten Ruthenium Rot und Ryanodin
umkehrbar. Der strukturell nachste Verwandte des NAADP, der Redox-Metabolit
NADP, entfaltete indes keine Wirkung. Desweiteren demonstrierten Gerasimenko et
al., im Widerspruch zu den Schliissen von Cancela et al. (Cancela et al., 1999), dass
die NAADP-abhangige Ca**-Freisetzung in Acinuszellen des Pankreas sehr wohl auf
die direkte Aktivierung des Ryanodin Rezeptors zurtckzufihren war (Gerasimenko
und Gerasimenko, 2004; Gerasimenko et al., 2003; Gerasimenko et al., 2006). Es
stellte sich heraus, dass NAADP Ca®** aus dem ER und lysosomalen Speichern
freisetzte.

Da alle Untersuchungen zu NAADP und dem Ryanodin Rezeptor in der Hauptsache
auf einer pharmakologischen Strategie fussten, wurde die pharmakologische
Herangehensweise dieser Arbeit noch um eine molekularbiologische erganzt.

Hierflr standen sowohl knock-down Zelllinien des Ryanodin-Rezeptors als auch eine
Kontrollzelllinie bereit (Schwarzmann, 2002, Dissertation; (Schwarzmann et al.,
2002), die mittels einer molekularbiologischen Strategie der antisense-RNA aus Tet
On Jurkat-Klonen generiert worden waren (Elbashir et al., 2001; Fire et al., 1998;
Novina und Sharp, 2004). Der Ryanodin-Rezeptor-Typ 3 ist die in Jurkat T-
Lymphocyten vorherrschende Isoform. Uber empfindliche nested RT-PCR konnten
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auch Transkripte fir die Isoformen 1 und 2 nachgewiesen werden (Schwarzmann,
2002, Dissertation). Mangels isotypspezifischer anti-humaner Antikérper ist ein
Nachweis der Isoformen auf Proteinebene in Jurkat T-Lymphocyten gegenwartig
leider nicht méglich.

Die Zelllinie E2 ist ein Kontrollklon mit einem antisense-Konstrukt gegen das
Reporterprotein EGFP und sollte keinen Einfluss auf zellulare Prozesse auslben.
Mikroinjektionen mit 100 nM NAADP I8sten globale Ca®**-Signale aus (Langhorst et
al., 2004), ohne dass diesen deutliche und langer anhaltende subzelluldre Ca®*-
Signale vorausgingen. Erst Mikroinjektionen mit 30 nM NAADP erbrachten die
gewiinschten subzellularen Ca®*-Signale (s. Abb. 4.6 und 4.7). Sie breiteten sich
abhangig von dem Ort der Mikroinjektion, ausgehend von einem bestimmten Bereich
unterhalb der Plasmamembran, zunachst entlang des Zellrands und dann ins
Zellinnere aus. Der Jurkat-Klon E2 generierte dem Jurkat-Klon JMP qualitativ
vergleichbare NAADP-vermittelte, globale und subzelluldre Ca?*-Signale. Es konnte
somit ein zweites Mal demonstriert werden, dass NAADP, neben den etablierten
sekundaren Botenstoffen IP3 und cADPR, subzellulare Ca*-Signale in humanen T-
Lymphocyten hervorrufen konnte.

Die Zelllinie 10 exprimierte ein 240 bp stabiles antisense-Konstrukt, das neben einer
100%-igen Homologie zum Ryanodin-Rezeptor-Typ 3 auch eine hohe Homologie zu
den Typen 1 und 2 besaB. Die homologen Abschnitte Uberschritten dabei weit die
erforderliche Lange von 21 bp, die nétig sind, um native, zellulare mRNA-Molekile
uber RNA-interference vollstdndig abzubauen (Elbashir et al., 2001). Bei Mikroin-
jektionen von 30 nM NAADP blieben subzellulare Ca**-Signale aus und es wurde nur
eine basale Ca?*-Signalaktivitit gemessen (s. Abb 4.6 und 4.7). Im Fall der
Kontrollkondition (Mikroinjektion von Intrazellularpuffer) trat ebenfalls nur eine basale
Ca?*-Signalaktivitat auf. Dieser Klon zeigte eindrucksvoll, wie eine Reduktion der
Ryanodin Rezeptor-Expression die Bildung NAADP-vermittelter, subzelluldrer Ca®*-
Signale in humanen T-Lymphocyten unterband, und verifizierte so die mit dem
Jurkat-Klon JMP gewonnenen pharmakologischen Daten. Dieser knock-down Klon
lieB jedoch ebenfalls nicht den Schluss zu, dass die reduzierte Expression eines
bestimmten Ryanodin Rezeptor-Typs fiir die ausbleibende Ca®*-Antwort
verantwortlich war. Auf Proteinebene galt, dass die Zelllinie 10 gegenlber der
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Kontrollzelllinie E2 sowie der parentalen Zelllinie eine allgemein reduzierte Ryanodin
Rezeptor-Expression aufwies (Schwarzmann, 2002, Doktorarbeit; (Schwarzmann et
al., 2002). Eine isotypspezifische Charakterisierung des Ryanodin-Rezeptor-
Expressionsmusters bedarf entsprechender anti-humaner Antikérper, welche, wie
bereits bemerkt, zur Zeit nicht verfligbar sind.

Die Zelllinie 25 exprimierte stabil ein 511 bp antisense-Konstrukt, das eine 100%-ige
Homologie zum Ryanodin-Rezeptor-Typ 3, jedoch eine nur geringe Homologie zu
den Typen 1 und 2 besaB. Man ging daher davon aus, dass ausschlieBlich der
Ryanodin-Rezeptor-Typ 3 in der Expression reduziert war (Schwarzmann et al.,
2002). Mikroinjektionen mit 30 nM NAADP Iésten ebenso wenig wie
Intrazelluldrpuffer subzelluldre Ca®**-Signale aus (s. Abb. 4.6 und 4.7). Der knock-
down Klon verhielt sich vergleichbar dem Klon 10. Dies bestétigte die
pharmakologischen Daten, die mit dem Jurkat-Klon JMP durch Koinjektion von
Ruthenium Rot und Ryanodin gewonnenen wurden. Unter der Voraussetzung, dass
im knock-down Klon 25 ausschlieBlich der in humanen T-Lymphocyten dominante
Ryanodin Rezeptor-Typ 3 verschwindend gering exprimiert wurde, konnte die Suche
nach einer funktionellen Unterscheidung der Ryanodin-Rezeptor-Typen eingegrenzt
werden. Damit war die Notwendigkeit des Typ 3 Ryanodin Rezeptors flr eine
Generierung NAADP-vermittelter, subzellularer Ca®*-Signale unterstrichen worden.

Ein Vergleich der Signalamplituden des Kontrollklons E2 mit den Basalamplituden
der beiden knock-down Klone 10 und 25 nach Mikroinjektion von 30 nM NAADP
zeigte deutlich, dass die Signalamplituden im Bereich der Plasmamembran, des
Cytosols sowie des Zellkerns signifikant hdher waren (s. Abb. 4.7). Ein knock-down
des Ryanodin-Rezeptors bewirkte demnach eine Unterdriickung subzelluldrer Ca?*-
Signale und damit einhergehender erhéhter Signalamplituden.

Zusammengenommen bestatigten die Ergebnisse aus diesem Teil der Arbeit mit den
Zelllinien E2, 10 und 25 die Daten des Jurkat-Klons JMP: Sie besagen, dass (i) der
Ryanodin-Rezeptor fiir die Generierung NAADP-vermittelter, subzellularer Ca**-
Signale notwendig ist, und dass (ii) NAADP diese Signale auf Ebene der Amplituden
moduliert (Abb. 5.2).
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Abb. 5.2: Modell der Interaktion der verschiedenen Komponenten des Ca’ -Slgnalwegs in T-
Lymphocyten. Die beiden etablierten sekundaren Botenstoffe cCADPR und IP3 Iosen Ca**-Freisetzung
aus pharmakologisch unterscheldbaren intrazellularen Speichern aus. Diese ca™ -Signale werden
durch den kapazitativen Ca**-Influx verstarkt. Das Membranprotem STIM1, das vor allem in der ER—
Membran vorkommt, registriert (iber seine luminalen Ca®-Bindungsstellen die Entleerung des Ca**
Speichers. Daraufhin rickt es ndher an die Plasmamembran heran oder wechselt in sie Uber (der
genaue Modus ist noch strittig). Dort interagiert es mit dem Ca**-Kanal Oreil bzw. CRACM und
induziert dessen Offnung. NAADP in nanomolaren Konzentrationen aktiviert den Ryanodin-Rezeptor.
Mikromolare NAADP-Konzentrationen wirken inaktivierend.

+ ... aktivierende Einfllisse; - ... inhibierende oder inaktivierende Einfliisse

RyR ... Ryanodin-Rezeptor; IPs-R ... IP5-Rezeptor
Schritte, deren Mechanismus nach allerneuesten Erkenntnissen verstanden (s.o. STIM1&Oreil)
worden ist, sind durch gestrichelte Pfeile gekennzeichnet
(verandert nach Langhorst, 2003, Diplomarbeit)

Die Ergebnisse zur NAADP-Ryanodin Rezeptor-Wirkungsbeziehung aus dieser
Arbeit reihen sich gut ein in weitere, neuere Erkenntnisse zu NAADP in humanen T-
Lymphocyten (Gasser et al., 2006). Wie bereits weiter oben beschrieben wurde, l6ste
die Stimulation des TCR/CD3-Rezeptorkomplexes in T-Zellen innerhalb weniger
Sekunden einen schnellen Anstieg der intrazellularen NAADP-Konzentration aus
(Abb. 5.3). Nach 20 Sekunden sank die Konzentration dann wieder auf ein Niveau
herab wie kurz vor der Stimulation. Gleichzeitig erreichte die globale Ca?*
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Konzentration Werte von weit Gber 200 nM. Diese Beobachtungen gehen recht gut
einher mit der Entwicklung subzellularer und

globaler Ca?*-Signale nach

40 - 800
NAADP-Mikroinjektion (Pipet- of 700
tenkonzentration: 30 nM). < 307 ‘..-’a' - 600 E)“’
£ e 500 =
Wenn man von einer % 20 - ° E
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Verdinnung des NAADP nach = ol . [
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bewegt sich die finale, Abb. 5.3: Anstieg der intrazellularen NAADP-Konzentra-
tion nach TCR/CD3-Stimulation. Die endogene NAADP-
intrazellulare NAADP- Konzentration stieg nach der Stimulation des TCR/CD3-
. . Rezeptorkomplexes schnell an. Parallel dazu ist auch noch
Konzentration nach  Mikro-  der Verlauf der globalen Ca2*-Konzentration wiedergegeben.

e et . . u . verandert nach (Gasser et al., 2006)).
injektion in einem &hnlichen ( ( )

Rahmen wie  die NAADP-Konzentration nach TCR/CD3-Stimulation.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass NAADP in der initialen Phase der T-
Zellaktivierung entscheidend ist fiir das Einschalten des Ca®**-Signalwegs, der dann
spater, moduliert durch die beiden anderen Botenstoffe IP; und cADPR, die

Differenzierung und Proliferation der T-Zellen steuert (Guse et al., 1999).

In Anbetracht aller Ergebnisse zur Struktur und Funktion NAADP-abhangiger,
subzellularer und globaler Ca®*-Signale in humanen T-Lymphocyten und erganzt
durch kirzlich erschienene Arbeiten (Gasser et al.,, 2006; Langhorst et al., 2004)
lasst sich festhalten, dass (i) NAADP direkt oder Uber ein putatives, akzessorisches
Bindeprotein auf den Ryanodin Rezeptor wirkt und (i) den primaren, Ca®'-
freisetzenden,sekundaren Botenstoff in humanen T-Lymphocyten darstellt.

Die offenen Fragestellungen auf diesem Gebiet sind: (i) Molekulare Identifikation und
genaue pharmakologische Charakterisierung der NAADP-Bindungsstelle auf dem
Ryanodin Rezeptor / des NAADP-Bindeproteins / des NAADP-Rezeptors, (ii)
Identifikation und Kinetik der NAADP-aufbauenden bzw. —abbauenden Enzyme und

(iii) im Falle des Ektoenzyms CD38 die Auflésung des topologischen Paradoxons.
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5.2 Funktion und Potential niedermolekularer NAADP-Antagonisten
in eukaryontischen Zellsystemen und Tiermodellen

Im vorhergehenden Abschnitt dieser Arbeit wurde ausfihrlich Gber die Bedeutung
des Ca®*-freisetzenden, sekundaren Botenstoffs NAADP in humanen T-Lymphocyten
berichtet. NAADP nimmt dort den Rang des primaren, Ca*'-freisetzenden,
sekundaren Botenstoffs ein und ist noch vor IP; und cADPR flr die Aktivierung der
zellularen Ca?*-Signalmaschinerie unbedingt erforderlich (Berg et al., 2000; Gasser
et al., 2006). Diese Aktivierung ist ein Schliisselereignis auf den Signalwegen der
humanen T-Zellen in Richtung Proliferation und Differenzierung (Quintana et al.,
2005; Winslow und Crabtree, 2005) und somit gleichzeitig von entscheidender
Bedeutung fur ein funktionierendes, humanes Immunsystem. T-Zellen, gerade in
ihrer Auspragung als T-Helferzellen (Ty0, Ty1 und Tn2), bestimmen den Verlauf einer
Immunantwort nach einem Befall des Organismus mit Pathogenen, indem sie B-

Lymphocyten, Makrophagen, natirliche Killerzellen, Granulocyten u.a. steuern.

Vor diesem Hintergrund entstand die Idee, die potentiellen, ursachlichen
Zusammenhange zwischen Autoimmunerkrankungen und Ca?*-Signalsystemen in T-
Zellen zu ergrinden. In Fallen von Multipler Sklerose, rheumatoider Arthritis und
Diabetes Mellitus Typ 1 entwickelt das Immunsystem eine Empfindlichkeit far
kérpereigene Antigene. Normalerweise ist das Immunsystem aber indifferent
gegenlber Autoantigenen. Das Phanomen wird allgemein als Immuntoleranz
bezeichnet und ist vor allem eine Eigenschaft der T-Lymphocyten. Die Toleranz
bildet sich wahrend der Reifung der T-Zellen im Thymus dadurch aus, dass dort
autoreaktive T-Zellen in Anwesenheit fast aller kdrpereigenen Antigene erkannt und
dann in die Apoptose getrieben werden (negative Selektion; (Kishimoto und Sprent,
1997; Sprent et al., 1996). Solche Zellen, die der Apoptose entgehen kdnnen,
werden durch weitere, nachgeschaltete Prozesse immunologisch inert. Beim
Ausbruch einer Autoimmunerkrankung jedoch ist dieser negative Selektionsprozess
gestért. Uber Wege, die noch nicht vollstidndig verstanden sind, gelingt es
autoreaktiven T-Zellen eine Immunantwort gegen kérpereigene Organe und Gewebe
in Gang zu setzen. Man vermutet als Ausldser hierfir beispielsweise vorhergehende
Infektionen, in denen virale oder bakterielle Superantigene eigentlich inerte,
autoreaktive T-Zellen stimulieren und aktivieren (Barnaba und Sinigaglia, 1997;
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Rocken et al., 1992). Das Spektrum mdglicher Immunantwortarten reicht von der
Synthese inflammatorischer Cytokine (Bradl und Fligel, 2002) Uber das Einwandern
von Makrophagen und Monocyten in die betroffenen Gewebe (Wekerle, 1993) bis hin
zur gesteigerten Antikérperproduktion durch Plasmazellen (Fulcher und Basten,
1997; Tan, 1991). Je nach Art der Autoimmunerkrankung sind die Folgen dieser
Aktionen mehr oder minder dramatisch. Nach Ausbruch der Multiplen Sklerose
beispielsweise treten Uber einen Zeitraum von vielen Jahren schubweise
Entzindungen des ZNS, vor allem in Regionen des Rulckenmarks, auf, die
unterbrochen werden von Phasen immunologischer Inaktivitat (Sospedra und Martin,
2005; Steinman, 1996). Mit der Zeit zerstéren diese entziindlichen Prozesse immer
mehr Myelinscheiden entlang der Axone und die saltatorische Weiterleitung neuraler
Impulse verlangsamt sich oder bricht ganz zusammen; Symptome sind v.a.
zunehmende Defizite im motorischen Bereich (Sospedra und Martin, 2005). Ein
anderes Beispiel bietet der Diabetes Mellitus Typ 1 (,jugendliche Diabetes®) bei dem
in jungen Jahren autoreaktive Antikérper die Insulin-sezernierenden Inselzellen (-
Zellen) des Pankreas vollstandig zerstéren (Green und Flavell, 1999; Wong und
Janeway, 1999). Der betroffene Patient leidet daraufhin an lebenslangem
Insulinmangel und ist auf die Gabe von synthetischem Insulin zur Kontrolle des
Blutzuckerspiegels angewiesen (Green und Flavell, 1999).

In Kooperation mit zwei Arbeitsgruppen, der Gruppe um Prof. Barry Potter (University
of Bath, GroBbritannien) und der Gruppe um PD Dr. Alexander Fligel (MPI fir
Neurobiologie, Martinsried), entstand ein Projekt, dass mehrere aufeinander folgende
Ziele hatte: (i) zuerst galt es, eine Substanzbibliothek niedermolekularer NAADP-
Analoga zu schaffen; hieraus ausgewahlte Kandidaten sollten dann (i) in vitro
daraufhin getestet werden, ob sie NAADP-vermittelte Ca®*-Signale antagonisieren
bzw. inhibieren; abschlieBend (iii) sollten validierte Analoga in praklinischen Studien
in einem Krankheitsmodell der Ratte zum Einsatz kommen, das in vielen Aspekten
der Multiplen Sklerose gleicht: die Experimentelle Autoimmune Encephalomyelitis
(EAE).

Diese inflammatorische Nervenkrankheit induziert man entweder durch die
Immunisierung naiver Ratten mit ZNS-spezifischen Antigenen (sog. aktive EAE
(aEAE)) (Paterson, 1966) oder durch den Transfer aktivierter, ZNS-
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antigenspezifischer T-Zellen (sog. Transfer-EAE (tEAE)) (Ben-Nun et al., 1981). Die
Bandbreite md&glicher Antigene ist groB; es fallen einige Proteine aus
Oligendendrocyten darunter, so. z.B. myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) und
myelin basic protein (MBP), auBerdem Proteine aus Astrocyten, so. z.B. glial fibrillary
acidic protein (GFAP) oder Ca?"-bindende S100B-Proteine (Wekerle, 1993).
Unabhangig von der Art des Antigens mussen encephalitogene T-Zellen aktiviert
sein, um die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und in das ZNS einwandern zu kénnen
(Wekerle, 1993). Sobald sie wieder ihr spezifisches Antigen im ZNS erkennen,
synthetisieren sie verstarkt inflammatorische Cytokine und Chemokine, die weitere T-
Zellen, Makrophagen und Monocyten anlocken. Dieser Prozess der Einwanderung in
das ZNS lasst inflammatorische Lasionen entstehen. Die Symptome sind abhéngig
von der Art des Antigens und seiner Dichte in den verschiedenem Bereichen des
ZNS (Bradl und Flugel, 2002). MBP beispielsweise konzentriert sich in den dickeren
Myelinscheiden des Rickenmarks, so dass sich beim Einsatz MBP-spezifischer T-
Zellen die meisten entzindlichen Lasionen entlang des Rickenmarks bilden. Es
kommt so zu einer mehrtdgigen Lahmung der Ratte, deren Ursache in der
verstarkten Einwanderung von Makrophagen und Granulocyten liegt (Bradl und
Fligel, 2002). Aufgrund der Schwellung des Gewebes und des damit
einhergehenden héheren Druckes auf die Axone kommt es zu Stérungen in der
Weiterleitung der Nervenimpulse.

Mit der EAE stand nun ein seit den 1980er Jahren getestetes und etabliertes Modell
einer Autoimmunerkrankung zur Verfigung (Wekerle, 1993). Das Modell besal3 eine
Vielzahl erprobter Komponenten: Zuvorderst stand die Tatsache, dass mit T-Zellen
gearbeitet wurde, deren Antigenspezifitdt unzweifelhaft geklart war (hier: myelin
basic protein (MBP)); des weiteren existierten Protokolle zur vielfachen,
monoklonalen Expansion dieser MBP-spezifischen T-Zellen, so dass die
experimentelle Reproduzierbarkeit von Datenpaketen Uber gréBere Zeitrdume
hinweg gewahrleistet werden konnte; auBerdem gelang es kirzlich, GFP-
transduzierte, MBP-spezifische T-Zellen zu generieren (Fligel et al., 1999). Solche
Zellen lieBen sich sehr gut verwenden fir eine intensive in situ bzw. in vivo
Beobachtung der T-Zellmigration im Kérper der Ratte. Die Methode der Wahl hierfir

war die Zwei-Photonen-Mikroskopie (Kawakami et al., 2005).



Diskussion 86

Zuallererst mussten jedoch geeignete Antagonisten gefunden werden, die sich
funktionell sehr weit an die NAADP-Struktur anlehnten, aber gleichzeitig stark
vereinfacht waren. Diese Molekile sollten sich idealerweise schnell und in groBen
Mengen synthetisieren lassen.

Um diese Frage nach der geeigneten Ausgangsstruktur zu klaren, wurden erste
Mikroinjektionsexperimente mit NAADP, Nikotinamid und Nikotinsaure an humanen
T-Lymphocyten durchgefihrt. Nikotinsdure zeigte nach Koinjektion mit NAADP sehr
vielversprechend, dass es NAADP-induzierte Ca®"-Signale blocken konnte.
Nikotinamid hingegen wies keine inhibitorische Wirkung auf. Vielmehr erhéhte es
noch den initialen, transienten, NAADP-vermittelten Ca®"-Signalpeak. Mit
Nikotinsdure war letztlich eine gute, strukturelle Plattform flr die Erstellung einer
Substanzbibliothek gefunden worden.

In Folge dieses Ergebnisses gelang der Arbeitsgruppe um Prof. Barry Potter die
Synthese zweier Moleklle, BZ52 und BZ194, die neben der hydrophilen
Nikotinsauregruppe Uber hydrophobe Reste mit variabler Kettenldnge verfigten. Die
daraus resultierende erhdhte Hydrophobizitat sollte den Substanzen helfen, die
Plasmamembran zu tberwinden. Die ersten in vitro-Versuche wurden mit BZ52 und

dann mit BZ194 an humanen T-Zellen durchgefihrt.

BZ52 stellte sich als effektiver Antagonist des NAADP-abhangigen Ca?*-Signalwegs
heraus. Zum einen erfolgte die Hemmung NAADP-induzierter Ca®*-Signale im
Rahmen einer klassischen Konzentrations-Wirkungsbeziehung (ICso = 1,7 uM) und
zum anderen erwies sich BZ52 als NAADP-spezifisch. Weder der IP3- noch der
cADPR-abhdngige Ca®**-Signalweg wurden nach Koinjektionen dieser beiden
sekundéaren Botenstoffe und BZ52 inhibiert. Im Falle des Signalmolekiils cADPR trat
stattdessen ein Effekt wie mit Nikotinamid auf: der initiale, transiente, cADPR-
vermittelte Ca®*-Signalpeak war gegeniiber dem nach einfacher cADPR-
Mikroinjektion deutlich, aber statistisch nicht signifikant erhéht. Dieses Ereignis war
bisher nicht zu erklaren und sollte in naherer Zukunft genauer untersucht werden. Es
ware beispielsweise denkbar, dass BZ52 als allosterischer Effektor in den cADPR-
abhangigen Ca?*-Signalweg eingriff.
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Nachdem BZ52 untersucht worden war, ging man zum strukturell sehr &hnlichen
BZ194 Uber. Im Vergleich mit BZ52 verfligte BZ194 lediglich Gber eine langere,
hydrophobe Alkylkette. Gerade weil eine solche Ahnlichkeit zwischen beiden
Moleklilen bestand, erschienen die Ergebnisse der folgenden Mikroinjektions-
experimente nicht ganzlich Uberraschend. Genau wie BZ52 vermochte BZ194
NAADP-abhdngige Ca?*-Signale in humanen T-Lymphocyten konzentrations-
abhéangig (ICso = 3,0 uM) zu unterdriicken. Darlber hinaus war es auch spezifisch fir
den NAADP-abhingigen Ca?*-Signalweg. Entsprechende Kontrollversuche zeigten
deutlich, dass IPs- und cADPR-vermittelte Ca®*-Signale nicht verandert wurden.
Dabei trat noch ein Nebeneffekt auf, der in der Form schon nach cADPR-BZ52-
Koinjektionen beobachtet worden war: die BZ194-abhangige Erhéhung des cADPR-
induzierten Ca®*-Signalpeaks gegeniiber den Positivkontrollen mit cADPR. Diese
Veranderung in der Signalamplitude war aber nicht signifikant. Es gelten hier die
gleichen Uberlegungen, die weiter oben schon gemacht wurden.

Zusammengenommen bewiesen die Mikroinjektionsexperimente mit BZ52 und
BZ194 sowie den drei Ca®*-freisetzenden, sekundaren Botenstoffen IPs, cCADPR und
NAADP eindrucksvoll, dass (i) beide synthetischen NAADP-Analoga starke
Antagonisten des NAADP-abhidngigen Ca®*-Signalwegs in humanen T-Zellen
reprasentierten. Der ICso-Wert lag im niedrigen mikromolaren Bereich und bewegte
sich damit in einer &hnlichen GréBenordnung wie viele andere, kommerziell
erhaltliche Antagonisten und Agonisten. Dartber hinaus (i) entfalteten beide
Molekille hochspezifisch ihre Wirkung. Einzig und allein der NAADP-abhangige Ca®*-
Signalweg wurde gehemmt, aber nicht die IP3- und cADPR-abhangigen Wege. Zum
ersten Mal standen damit leistungsstarke, pharmakologische Werkzeuge zur
Verfligung, mit denen der fiir humane T-Zellen so wichtige NAADP-abhangige Ca?*-
Signalweg ausgeschaltet werden konnte (Berg et al., 2000; Gasser et al., 2006).

Obwohl BZ52 und BZ194 ein starkes, pharmakologisches Potential offenbart hatten,
musste die Erprobung beider Substanzen noch einen Schritt weiter vorangetrieben
werden in Richtung der in situ und in vivo Verwendbarkeit im Rahmen eines
Krankheitsmodells. Einerseits fuBBten alle Erkenntnisse auf Experimenten an einer
immortalisierten, humanen T-Zelllinie (Jurkat) und andererseits waren die zwei

NAADP-Analoga stets Uber Mikroinjektionen appliziert worden. Um diese beiden
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Einschréankungen aufzuheben, mussten (i) die folgenden Experimente an primaren T-
Zellen durchgefihrt werden und (ii) einer der beiden Antagonisten, wenn mdglich,
auch passiv seine Wirkung entfalten, d.h. Uber Diffusion. Als primare T-Zellen
standen die eingangs schon beschriebenen MBP-spezifischen, encephalitogenen
Ratten memory T-Zellen zur Verflgung. Ausserdem wurde BZ194 als Antagonist
ausgewahlt, da er aufgrund seiner langeren Alkylkette (ber eine bessere

Membranpermeabilitat als BZ52 verfligen sollte.

In einer Serie erster Experimente zeigte sich, dass die Ca?*-Signale in primaren
Ratten T-Zellen nach Vorinkubation mit BZ194 und Stimulation des TCR/CDS3-
Rezeptorkomplexes deutlich geschwacht wurden. Dieser Effekt betraf den
transienten Ca?*-Peak (ICso = 0,8 mM) genauso wie die folgende Ca?*-Plateauphase
(ICsp = 0,17 mM) und war klar konzentrationsabhangig. Desweiteren stellte sich
heraus, dass die Reduktion der Ca?*-Signale bei gleicher BZ194-Konzentration umso
starker ausfiel je langer man die Ratten T-Zellen der Substanz aussetzte. Der
kurzfristige Anstieg der Signalstarke nach drei Stunden Vorinkubationszeit wurde
dadurch erklart, dass die T-Zellen nach zweistindiger, serumfreier Kultivierung in
Gegenwart von Serum weiter vorinkubiert wurden. Da Serumproteine Uber
Bindungsstellen fir hydrophobe Nukleotide verflgten, konnte diese Eigenschaft zu
einem Sinken der effektiven BZ194-Konzentration flihren. Schon jetzt demonstrierten
diese Versuche eindrucksvoll, dass BZ194 in primaren T-Zellen wirksam war und
nicht nur in der humanen T-Zelllinie Jurkat. Desweiteren war das Molekil

membranpermeabel.

Trotz alledem mussten zusatzlich noch zwei wichtige Bestandteile des Ca?*'-
Signalsystems untersucht werden: Ca®*-Freisetzung und (kapazitativer) Ca?*-Influx.
Die folgenden Experimente zeigten, dass BZ194 nach Vorinkubation und Stimulation
des TCR/CD3-Rezeptorkomplexes die Ca?*-Freisetzung sowie den Ca®"-Influx
effektiv hemmte. Dennoch entfaltete BZ194 seine Wirkung insofern spezifisch, als
dass der Thapsigargin-induzierte, kapazitavive Ca**-Einstrom nicht betroffen wurde.
BZ194 band nicht an CRAC-Kanéle in der Plasmamembran, so dass diese blockiert
wurden. Dieser Befund war von entscheidender Bedeutung, da mit dem lgrac-Ca®*-
Strom als wichtigem Teil des Ca?*-Influxsystems in T-Zellen ein neuralgischer Punkt
vorhanden war, der sehr leicht pharmakologisch beeinflusst werden konnte (Fischer
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et al., 2001; Ishikawa et al., 2003; Parekh et al., 2002; Yonetoku et al., 2006; Zitt et
al., 2004). BZ194 entfaltete seine Wirkung weiter stromaufwérts von der Ca®*-
Influxaktivierung; ausgehend von den Daten der Mikroinjektionsexperimente sollte
das NAADP-Analogon die initiale, NAADP-vermittelte Ca*-Freisetzung aus dem ER
(iber die Ryanodin Rezeptoren gehemmt haben. Der reduzierte Ca?*-Influx war
lediglich ein sekundarer Effekt.

Nachdem alle bisher beschriebenen in vitro-Versuche mit BZ194 an den Ratten T-
Zellen abgeschlossen worden waren, flhrte die Arbeitsgruppe um PD Dr. Alexander
Fligel noch einige weitere in vitro-Experimente durch. So sollte getestet werden,
inwieweit BZ194 die Proliferation und Cytokinsynthese der Ratten T-Zellen
beeinflussen konnte.

Beide Aspekte der T-Zellaktivierung wurden durch BZ194 gehemmt. Sowohl die
Proliferation als auch die IL2-Produktion wurden konzentrationsabhangig gesenkt.
Dariber hinaus erwies sich BZ194 auch in primaren, humanen, MBP-spezifischen T-
Zellen als wirksam: hier wurde die Proliferation und IL2-Produktion auf vergleichbare
Weise konzentrationsabhangig reduziert. Damit zeichnete sich ab, dass der Einsatz
von BZ194 weitreichende Konsequenzen fir viele Effektorfunktionen der T-Zellen

und ihrer dartber ausgelbten Kontrolle des Immunsystems haben sollte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass (i) BZ194 das Ca**-Signalsystem der T-
Zellen nach Diffusion in die Zellen konzentrationsabhangig hemmte und (ii) dass
sowohl Ca?*-Freisetzung als auch Ca?*-Influx betroffen waren. Weiterhin (iii) wirkte
BZ194 spezifisch, da es keine Auswirkungen auf den Thapsigargin-induzierten,
kapazitativen Ca?*-Influx hatte. SchlieBlich (iv) hemmte die Substanz auch noch das
Zellwachstum bzw. die Zellteilung, d.h. sie war antiproliferativ fir primére T-Zellen
der Ratte und des Menschen. Ausserdem (v) reduzierte BZ194 die IL2-Protein-
synthese, einem wichtigem Wachstumsfaktor; auch dies traf auf humane und Ratten
T-Zellen zu.

BZ194 ist daher nicht nur ein leistungsstarkes pharmakologisches Werkzeug, um
Fragen zu NAADP-abhangigen Ca®*-Signalsystemen zu untersuchen. Mit Hilfe
dieses Analogons liessen sich wichtige Effektorfunktionen der T-Zellen hemmen, wie
z.B. die IL2-Synthese, und somit letztlich Fragen angehen, die das gesamte
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Immunsystem betrafen. BZ194 bot sich geradezu an, am Krankheitsmodell der
Ratten EAE getestet zu werden.

In der Tat Ubte BZ194 einen signifikanten Einfluss auf den Ausbruch und den Verlauf
der EAE aus; das galt fur beide Formen der EAE, die aktive EAE (Immunisierung
naiver Tiere mit Antigen) und die Transfer-EAE (Injektion aktivierter,
encephalitogener T-Zellen). Alle in vivo-Versuche wurden von der Gruppe um PD Dr.
Alexander Fllgel durchgefihrt.

Tagliche intraperitoneale Injektionen von BZ194, aber nicht von Ld&sungsmittel
(DMSO) oder Nikotinsdure verzdgerten das Auftreten der ersten Lahmungs-
erscheinungen und linderten die Symptome nach der aktiven Immunisierung mit
MBP (Abb. 5.4).
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Abb. 5.4: Hemmung der aktiven EAE durch den NAADP-Antagonisten BZ194. Es ist der klinische
Verlauf der EAE nach der Immunisierung mit MBP abgebildet. Der graue Querbalken steht flr die Zeit,
in der die Versuchstiere mit dem Ldésungsmittel DMSO (Vehikelkontrolle; weisse Balken) oder BZ194
(schwarze Balken) behandelt wurden. Der Verlauf ist reprasentativ fir die Ergebnisse aus drei
unabhangigen Versuche mit jeweils n = 7 Versuchstieren/Gruppe. p Werte wurden mit Hilfe des
Student’s t-test berechnet. p Werte: ( ***) = p < 0,005, (****) = p< 0,001, (*****) = p < 0,0005.

[Die Daten wurden erhoben und freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Chiara Chordiglieri und
PD Dr. Alexander Fligel, MPI, Martinsried.]
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Cytofluorimetrische und histologische Analysen an Tag zwdlf offenbarten typische
EAE Lasionen bzw. Entziindungen im Ruckenmark der Kontrolltiere in Gegenwart
einer hohen Anzahl an T-Zellen, Monocyten/Makrophagen sowie B-Zellen. Im
Kontrast dazu wiesen Versuchstiere, die mit BZ194 behandelt wurden, nur milde
Entzindungsherde auf. AuBerdem demonstrierten quantitative mRNA-Analysen,
dass im entziindeten Gewebe der Kontrolltiere der Spiegel an proinflammatorischen
Cytokinen und Chemokinen, wie IL2, IFNy sowie IL17, deutlich erhéht war. Diese

Veranderungen wurden nach der Behandlung mit BZ194 drastisch reduziert.

Leider sind diese Befunde nur von geringerem klinischen Interesse, da MS-Patienten
die initiale Phase, in der naive, autoreaktive T-Zellen aktiviert wurden, bereits langst
durchlaufen haben, bevor sie dann in Behandlung kommen (Muraro et al., 2000;
Ponsford et al., 2001).

Es musste untersucht werden, inwiefern BZ194 vollstadndig aktivierte, encepha-
litogene Gedachtnis-T-Zellen beeinflussen konnte. Im Rahmen einer Transfer-EAE
stellte sich heraus, dass der NAADP-Antagonist den Ausbruch der Krankheit

verzégerte und die Schwere der Symptome herabsetzte (Abb. 5.5).

Wenn man BZ194 praventiv wahrend der ersten ein bis vier Tage verabreichte,
reduzierten sich Paralyse und Gewichtsverlust deutlich. Ebenso verhielt es sich,
wenn der Antagonist nach den ersten Anzeichen einer Paralyse zum Einsatz
gebracht wurde. Cytofluorimetrische, histologische und mRNA-Analysen ergaben,
dass die Zahl an Entziindungsherden im Rickenmark BZ194-behandelter Tiere im
Vergleich zu den Kontrolltieren stark herabgesetzt war und deutlich weniger
autoreaktive T-Zellen und Monocyten bzw. Makrophagen eingewandert waren. Damit
einhergehend hatte sich auch die Konzentration proinflammatorischer Cytokine und
Chemokine im Nervengewebe gesenkt.
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Abb. 5.5: Hemmung der Transfer-EAE durch den NAADP-Antagonisten BZ194. Es ist der
klinische Verlauf der EAE nach dem Transfer aktivierter, MBP-spezifischer und GFP-transduzierter T-
Zellen abgebildet. Der graue Querbalken steht fir die Zeit, in der die Versuchstiere mit dem
Lésungsmittel DMSO (Vehikelkontrolle; weisse Balken) oder BZ194 (schwarze Balken) behandelt
wurden. Der Verlauf ist reprasentativ fir die Ergebnisse aus finf unabhangigen Versuchen mit jeweils
n = 6 Versuchstieren/Gruppe. p Werte wurden mit Hilfe des Student’s t-test berechnet. p Werte: (**) =
p<0,01, (***) = p<0,005.

[Die Daten wurden erhoben und freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Chiara Chordiglieri und
PD Dr. Alexander Fligel, MPI, Martinsried.]

Da diese Ergebnisse vermuten liessen, dass BZ194 in die Reaktivierung
autoreaktiver T-Zellen im Rickenmark eingriff, wurde die Motilitat MBP-spezifischer,
GFP-positiver T-Zellen in situ und in Echtzeit untersucht. Neuere Arbeiten hatten
gezeigt, dass autoreaktive T-Zellen in EAE-Lasionen charakteristische Bewegungs-
muster besaBen (Kawakami et al., 2005). 35 % der transferierten T-Zellen im
Zielgewebe blieben stationdr und befanden sich wahrscheinlich im Prozess der
Antigenerkennung (Kawakami et al., 2005). Der Rest der T-Zellen, 65 %, bewegte
sich mit kontinuierlich durch das Rlickenmarksgewebe (Kawakami et al., 2005). In
BZ194-behandelten Tieren wurden dann autoreaktive T-Zellen mit vergleichbaren
Bewegungsmustern beobachtet. Jedoch war in diesem Fall der Anteil beweglicher T-
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Zellen signifikant erhéht (85 %). Nur 15 % der Effektorzellen waren stationar. In
entsprechenden Kontrolltieren lag der Anteil bei 30 %.

100 -
90 - WmBZ194
80 - CODMSO

70
60
50 -
40 ~
30 -
20
10 -

**

% Zellen

Stationir Beweglich

Abb. 5.6: Tygp.grr-Zell Beweglichkeit im Riickenmark vier Tage nach Transfer. Der Anteil
stationarer T-Zellen in DMSO-behandelten Kontrolltieren war signifikant héher als in BZ194-
behandelten Tieren. Schwarze Balken: BZ194-behandelte Tiere, weiBe Balken: DMSO-behandelte
Kontrolltiere. Mittelwerte + Standardabweichung (n=>5).

[Die Daten wurden erhoben und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Chiara Chordiglieri und
PD Dr. Alexander Flugel, MPI, Martinsried.]

Zusammenfassend konnte bezlglich der Interaktion von BZ194 mit der EAE fest-
gestellt werden, dass BZ194 (i) sowohl bei der aEAE als auch bei der tEAE den
Ausbruch der Krankheit um fast einen Tag verzdgerte. Desweiteren (ii) wurden

Symptome wie LAhmung und Gewichtsverlust abgemildert.

Es ist gelungen, hochspezifische NAADP-Antagonisten zu etablieren und mit ihrer
Hilfe zu zeigen, dass der NAADP-Ca?*-Signalweg eine entscheidende Rolle spielt fir
die frihen Aktivierungsschritte antigenspezifischer CD4" T-Zellen. Der NAADP-
Antagonist BZ194 blockierte sowohl Ca®*-Freisetzung als auch Ca**-Influx. Damit
waren wichtige Elemente der Interaktion autoreaktiver T-Zellen mit APCs gehemmt
(Delon et al., 1998; Feuillet et al., 2005; Montes et al., 1999). In beiden Typen der
EAE (aktive sowie Transfer-EAE) war eine deutliche Abnahme inflammatorischer
Reaktionen in vivo die Folge. Der therapeutische Effekt von BZ194 &uBerte sich in
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einer Unterdriickung proinflammatorischer Cytokine, den Hauptverantwortlichen fir
die Entstehung neuraler Lasionen und Schaden im ZNS (Hohlfeld, 1997). Das am
weitesten hervorstechende Merkmal von BZ194 war jedoch die Tatsache, dass es
neben seiner hemmenden Wirkung auf encephalitogene T-Zellen zunachst keine
weiteren Nebenwirkungen hatte. Hierzu stehen genauere Untersuchungen
(Histologie u.a.) allerdings noch aus. Zum ersten Mal war es in vitro und in vivo
gelungen, eine ursachliche Verkniipfung aufzuzeigen zwischen dem NAADP-Ca?*-
Signalweg und einem (neuro-inflammatorischen) Krankheitsmodell. In Zukunft
kénnten sich die hier vorgestellten NAADP-Antagonisten als Substanzen mit
Modellcharakter erweisen, um neuartige Therapien zur Behandlung der MS zu

entwickeln.
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5.3 Struktur-Wirkungsbeziehung und generelles Prinzip der
Vereinfachung von P24 und weiteren cADPR-Analoga

Das Signalmolekll cADPR ist nach IP; der zweite sekundare Botenstoff, dessen
groBe Bedeutung fiir die Ca**-Freisetzung in Eukaryonten aufgedeckt wurde (Lee et
al., 1989; Lee, 2001). In einer Vielzahl von Zellen ist cADPR an essentiellen
Effektorfunktionen beteiligt, so z.B. der T-Zellaktivierung (Guse et al., 1999), der
Vasodilatation (Boittin et al., 2003), der Chemotaxis von Phagocyten (Partida-
Sanchez et al., 2004) und der Enzymsekretion von Acinuszellen des Pankreas
(Cancela, 2001). Die Eigenschaften dieses Botenstoffs sind vor allem durch das
Zusammenspiel mit den beiden anderen Ca®-freisetzenden, sekundaren
Botenstoffen IP; und NAADP sehr komplex und facettenreich (Berridge et al., 2000).
Um deshalb im Rahmen der Erforschung des cADPR-Feldes auch feinere Nuancen
des Signalweges analysieren zu kdnnen, ist es von groBem Wert, lber eine Palette
pharmakologischer Werkzeuge mit hoher Spezifitat und Aktivitat fir den cADPR-
Ca?*-Signalweg zu verfiigen. Wichtige Merkmale solcher spezifischer Agonisten und
Antagonisten sind: leichte Synthetisierbarkeit, Stabilitat, weitgehende strukturelle
Homologie zur Ausgangssubstanz bei gleichzeitiger struktureller Vereinfachung,
Membranpermeabilitdt und Kenntnis der funktionellen Reste.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reihe neuer, aber auch schon bekannter
Verwandter des Signalmolekils cADPR untersucht und vorgestellt. Der erste
Vertreter, das synthetisch hergestellte Molekil cADPRcE wirkte als Agonist in
humanen T-Zellen und induzierte prominente Ca®*-Signale, die in ihrer Starke
vergleichbar waren mit solchen nach Stimulation des TCR/CD3-Rezeptorkomplexes
(Xu et al.,, 2006). Desweiteren war der Agonist membranpermeabel aufgrund der
Substitution seiner nérdlichen Ribose durch eine hydrophobe Etherbriicke (Xu et al.,
2006). Die beiden anderen, genannten Analoga des cADPR, P24 und Ap2A, waren
schon aus friheren Publikationen bekannt (Basile et al., 2005; Bruzzone et al., 2006)
und natdrlichen Ursprungs (Basile et al., 2005). Ap2A ist Uber eine C1’-N9 N-
glykosidische Bindung mit einem zweiten Adeninmolekil verbunden, P24 (ber eine
C1’-N3 N-glykosidische Bindung. Beide Molekiile sind im Gegensatz zum zyklischen
cADPR linear. In humanen HelLa Karzinomzellen 1&sten beide Analoga globale Ca?*-
Signale aus, wobei die Ap2A-abhéngigen Signale verzégert auftraten. Bei genauerer
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Betrachtung der ,Schrittmacher“-Phase mit ihren subzelluldren Ca®*-Signalen wurde
deutlich, dass lediglich P24 frilhzeitig prominente, lokale Ca**-Signale ausldste, die in
Néhe zur Plasmamembran entstanden und sich dann ins Zellinnere ausbreiteten.
Nach Ap2A-Applikation hingegen blieben die subzellularen Ca®*-Signale in der
.Schrittmacher“-Phase auf Ruheniveau. Sehr bemerkenswert war dann noch der
Befund, dass Ap2A nach Vorinkubation das Auftreten P24-vermittelter globaler Ca®*-
Signale verzdgerte und starke lokale Ca®*-Signale auf Bereiche der Plasmamembran
beschrankt blieben. Eine weitere herausragende Eigenschaft, die beide Substanzen
verband, war deren Membranpermeabilitat.

A OH OH B OH NH;

northern n'bose——b,bi, NH
o= [o] ’-.N O—:‘ o = NH
=p- N b N
o (II;OH (\N ) N» o-g OH (\N /Ng
0=p—0 0=P—0
southern ribose ———» "\ : OH b/
OH OH OH OH
cADPR
2%-NH,-cADPR
C NH D
0]
N
W )
O N o/ o & N
o} N" N | N D
\ A 0 0=P—-0OH N
PP | OH N
HO™ "\ I O 0|}
O OH 97 o
OH OH ©
cIDP-DE
E o]
o Ly
O=P-OH & N
| 1
0 NN
0=p—0
OH OH

cIDPRE (X = H)
Abb. 5.7: Struktur des Caz"-freisetzenden, sekundéren Botenstoffs cADPR und verwandter
Analoga. Es sind folgende Strukturen abgebildet: A, cADPR, B, 2""-NH,-cADPR, C, cADPRcE, D,
cIDP-DE, E, cIDPRE. [Abbildung verédndert nach (Guse et al., 2002; Guse, 2005; Xu et al., 2006)]

Mehrere frihere Untersuchungen zur Struktur-Wirkungsbeziehung von cADPR
mundeten in der Synthese einer Reihe neuartiger Analoga, die sich im wesentlichen



Diskussion 97

in den Bereichen der nérdlichen und stdlichen Ribose sowie der Base (Adenin) von
cADPR unterschieden (Abb. 5.7) (Guse, 2005).

Die ersten Modifikationen erfolgten an der Base Adenin an 8-Position in der Form
von 8-Br-cADPR und 8-NH>-cADPR (Walseth und Lee, 1993). Diese beiden
synthetischen Produkte erwiesen sich als Antagonisten cADPR-abhéngiger Ca®*-
Signale in Seeigeleihomogenaten (Walseth und Lee, 1993). Veranderungen der
nordlichen Ribose an 2°'-Position in Form einer Aminogruppe als Rest anstatt der
natlirlichen Hydroxylgruppe etablierten einen Agonisten des cADPR-Ca®*-
Signalwegs in permeabilisierten, humanen T-Lymphocyten, 2”°-NH>-cADPR (Abb.
5.7) (Guse et al., 2002). 8-Br-, 8-NH>- und 2"'-NH.-cADPR stellten Analoga dar,
deren Struktur mit Hinsicht auf cADPR nicht vereinfacht worden war. Mit der
Synthese von cADPRCE hingegen gelang eine weitgehende Vereinfachung, indem
die nérdliche Ribose komplett durch eine Etherbriicke mit einer zusatzlichen
Methylengruppe ersetzt wurde (Xu et al., 2006). Zusammen mit anderen klnstlich
hergestellten cADPR-Analoga, wie z.B. cIDPRE und cIDP-DE (Abb. 5.7; beides
Agonisten des cADPR-Ca?*-Signalwegs) (Gu et al., 2004; Guse et al., 2005; Guse,
2005), wurde so ein Prinzip zur Vereinfachung der cADPR-Struktur unter Bewahrung
der agonistischen Aktivitat gefunden. Im Falle von cIDPRE hatte man die nérdliche
Ribose durch eine Etherbriicke ersetzt und die Base Adenin gegen Hypoxanthin
ausgetauscht. cIDP-DE andererseits verflgte Uber zwei Etherbriicken, die die
nérdliche und sldliche Ribose ersetzten. Es wurde hier ebenfalls die Base Adenin
durch Hypoxanthin ersetzt. cIDPRE und cIDP-DE erwiesen sich beide als Agonisten
des cADPR-Ca?*-Signalwegs in humanen T-Zellen und Kardiomyocyten (Gu et al.,
2004; Guse et al., 2005).

Im Kontrast dazu waren die beiden cADPR-Metabolite P24 und Ap2A naturlichen
Ursprungs und lagen in linearer Form vor (Basile et al., 2005). Erste Messungen
hatten schon gezeigt, dass P24 und Ap2A zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca?*-
Konzentration in HeLa Karzinomzellen flhrten (Bruzzone et al., 2006), so dass diese
Daten die in der vorliegenden Arbeit gesammelten Beobachtungen unterstitzten.
Aufgrund der Tatsache, dass P24 und Ap2A durch ADPRCs aus cADPR synthetisiert
wurden, neigte man zu der Annahme, dass es sich bei beiden Metaboliten mit hoher
Wahrscheinlichkeit um Agonisten des cADPR-Ca®*-Signalweges in Hela Zellen
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handelte. Mit Blick auf andere Arbeiten aus neuester Zeit bot sich aber noch eine

andere Interpretation an.

Bei ADPR handelte es sich wie bei P24 und Ap2A um ein lineares Molekil, das
durch ADPRCs aus cADPR oder NAD synthetisiert werden konnte (Aarhus et al.,
1995; Goodrich et al., 2005). Es liess sich zeigen, dass ADPR einen nicht-selektiven,
Ca?*-permeablen Kationenkanal aus der Familie der TRP-Kanale aktivierte: TRPM2
(Gasser et al., 2006; Heiner et al., 2006; Kolisek et al., 2005; Perraud et al., 2001;
Sano et al., 2001). In humanen T-Zellen stellte sich ADPR als ein Induktor fir die
Apoptose heraus, die durch einen langanhaltenden Ca®*- und Na*-Influx (iber
TRPM2 getragen wurde (Gasser et al., 2006). Interessanterweise demonstrierten
Basile et al., dass P24 neben seinem Ca®-mobilisierenden Effekt zusatzlich
cytostatisch bzw. cytotoxisch auf humane, hematopoetische Stammzellen wirkte
(Basile et al., 2005). Im Gegensatz dazu verstarkte cADPR das Zellwachstum (Basile
et al.,, 2005). Vor dem Hintergrund der proapoptotischen Wirkung von ADPR (ber
TRPM2 in humanen T-Zellen und der Linearitat des Molekils konnte angenommen
werden, dass P24, statt auf den cADPR-Ca®*-Signalweg (und damit den Ryanodin
Rezeptor) zu wirken, andere Ca?‘-permeable lonenkandle, wie z.B. TRPM2,
modulierte. Es kénnte sich bei P24 wie bei ADPR um ein proapoptotisches, Ca?*-
mobilisierendes Signalmolekil in Zellen hematopoetischen Ursprungs handeln.

Im Falle von Ap2A demonstrierten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass es
die Ca**-mobilisierende Aktivitit von P24 auf der Ebene subzelluldrer und globaler
Ca®*-Signale in HelLa Zellen reduzierte. Leider ist die Wirkung von Ap2A auf humane,
hematopoetische Stammzellen nicht von Basile et al. untersucht worden. Es liess
sich deshalb nur spekulieren, inwieweit Ap2A vielleicht ein antiapoptotischer
Modulator des ADPR-Ca?*-Signalwegs sein kdnnte.

AbschlieBende Aussagen zur Wirkung von P24 und Ap2A auf z.B. TRPM2 in Zellen
hematopoetischen Ursprungs (z.B. T-Zellen) erfordern weitergehende Experimente,
z.B. durch die patch-clamp Technik.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass mit cADPRcE, P24, Ap2A und anderen
synthetischen oder natlrlichen cADPR-Analoga einige vielversprechende und
leistungsstarke, pharmakologische Werkzeuge zur Verfigung stehen, um die

komplexen Zusammenhange eukaryontischer Ca?*-Signalwege zu ergriinden. Mit
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der zunehmenden Anzahl an Agonisten und Antagonisten wachst stetig die Chance,
ein Molekdl mit Modellcharakter flr zukinftige, innovative klinische Therapieansatze

zu entdecken.
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6 Zusammenfassung

NAADP hat im Laufe der letzten Jahre begonnen, auf dem Feld Ca?*-freisetzender,
sekundarer Botenstoffe eine zunehmend gleichwertige Rolle neben IP; und cADPR
zu spielen (Berridge et al., 1999; Berridge et al., 2000; Lee, 2005) . Im direkten
Vergleich ist NAADP sogar der potenteste endogene Ca?*-Mobilisator (Berg et al.,
2000). Im Gegensatz dazu ist cADPR schon langer als sekundarer Botenstoff
etabliert (Guse et al., 1999).

In T-Lymphocyten, der Schlisselkomponente des adaptiven Immunsystems, bildet
NAADP das Fundament fiir alle Ca?*-abhéngigen Signalwege, da eine Inaktivierung
des NAADP-Systems auch IPs- und cADPR-vermittelte Ca?*-Signale weitgehend
unterbindet (Berg et al., 2000). Im Gegensatz zu anderen Zellsystemen nimmt hier
der Ryanodin-Rezeptor eine zentrale Stellung ein: NAADP muss fir eine globale
Ca®*-Mobilisierung direkt mit diesem Ca?*-Kanal interagieren (Langhorst et al., 2004).
In diesem Zusammenhang unaufgeklart ist derzeit jedoch immer noch die Rolle von
lokalen, subzellularen Ca?*-Signalen, den Schrittmachern aller nachfolgenden Ca?*-
Signale. Der erste Teil der hier vorliegenden Arbeit sollte daher die Existenz NAADP-
abhangiger subzelluldrer Ca®*-Signale und deren Abh&ngigkeit von dem Ryanodin-
Rezeptor in humanen T-Lymphocyten aufklaren.

Die Mikroinjektion niedriger NAADP-Konzentrationen (30 nM) léste verzdgerte,
zeitlich ausgedehnte, subzelluldre Ca?-Signale aus, die bei Koinjektion von
Ruthenium Rot oder Ryanodin, zwei Antagonisten des Ryanodin-Rezeptors,
vollstandig unterdriickt wurden. Die Koinjektion von Heparin, einem Inhibitor des IP3-
Rezeptors, Ubte keinen Einfluss auf NAADP-vermittelte, subzelluldre Ca**-Signale
aus. Genauso wenig inhibierte der Einsatz des Ca?*-Influxblockers SKF 96365 diese
Ca®*-Signale. Darliber hinaus entwickelten sich nach Mikroinjektion von cADPR
subzelluldre Ca**-Signale mit raumlichen und zeitlichen Charakteristika, die denen
nach NAADP-Mikroinjektion glichen. Die Autoinaktivierung des NAADP-Ca®*-
Signalsystems verhinderte dann wiederum das Auftreten dieser cADPR-abhangigen,
subzelluldren Ca?*-Signale. In zwei Zelllinien, in denen die Expression des Ryanodin-
Rezeptors durch RNA-interference stark reduziert war, traten ebenfalls keine
NAADP-abhangigen, subzelluldren Ca**-Signale auf.
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Insgesamt flhren die Ergebnisse dieses ersten Arbeitsabschnittes daher zu dem
Schluss, dass (i) NAADP in humanen T-Lymphocyten an der Generierung subzel-
lularer Ca?*-Signale beteiligt ist und (ii) diese Signale direkt von dem Ryanodin-
Rezeptor ausgehen.

Mit Hinblick auf die fundamentalen Folgen, die eine Inaktivierung des NAADP-Ca?*-
Signalsystems in T-Lymphocyten nach sich zieht (Berg et al., 2000), wurden im
zweiten Teil der hier vorliegenden Arbeit zwei synthetische, niedermolekulare
NAADP-Analoga, BZ52 und BZ194, auf ihr Potential als spezifische NAADP-
Antagonisten in humanen und Ratten T-Zellen getestet. Initiale Mikroinjektions-
experimente hatten demonstriert, dass Nikotinsdure NAADP-abhangige Ca**-Signale
deutlich zu unterdrlicken vermag. Tatsachlich erwiesen sich in humanen T-
Lymphocyten beide Substanzen in einer klaren Konzentrations-Wirkungsbeziehung
als potente Inhibitoren des NAADP-Ca?*-Signalwegs, ohne die IPs- und cADPR-
Ca?*-Signalsysteme zu beeinflussen. Daraufhin schlossen sich Untersuchungen mit
dem NAADP-Analogon BZ194 an primaren, MBP-spezifischen CD4" Ratten memory
T-Zellen an, die als encephalitogene T-Zellen eine Schllsselrolle bei Induktion der
EAE spielen, einem MS-ahnlichen Krankheitsmodell in der Ratte. Es sollte
untersucht werden, ob BZ194 die Ca?*-Signalsysteme dieser T-Zellen beeinflusst. In
der Tat unterdriickte BZ194 die Entstehung von Ca?*-Signalen nach Stimulation des
TCR/CD3-Komplexes konzentrationsabhangig. Bei genauerem Hinsehen waren
sowohl Ca?*-Freisetzung als auch Ca**-Influx von der inhibierenden Wirkung des
BZ194 betroffen, obwohl Versuche mit Thapsigargin zeigten, dass der Ca?*-Influx fir
sich betrachtet von BZ194 unbeeinflusst blieb. Weitere Experimente der
Arbeitsgruppe um PD Dr. Alexander Fliigel (MPI Martinsried) mit der Substanz am
Krankheitsmodell der EAE zeigten sehr deutlich, dass eine Unterdrlickung des
NAADP-Ca?*-Signalsystems den Ausbruch der Krankheit verzégern und die Schwere
der Symptome mindern konnte. Diese Befunde passten zu anderen Ergebnissen, die
verdeutlichten, dass BZ194 ebenfalls die Proliferation der Ratten T-Zellen und ihre
IL2-Synthese hemmte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass (i) mit BZ52 und BZ194 jetzt zwei
spezifische Antagonisten des NAADP-Ca®*-Signalsystems in T-Lymphocyten
bereitstehen und (ii) durch deren Einsatz Ereignisse der T-Zellaktivierung unterdrickt

werden, die in den Signalwegen der T-Lymphocyten stromabwarts der Ca?'-
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Signalebene liegen und zeitlich betrachtet erst Stunden und Tage spater ihre volle

Wirkung entfalten.

Der dritte und vierte Teil der hier vorliegenden Arbeit beschéftigte sich mit
synthetischen und natdrlich vorkommenden Analoga des Signalmolekils cADPR und
deren Wirkung in den Ca®*-Signalsystemen humaner T-Lymphocyten und Hela
Karzinomzellen. Das vereinfachte und synthetische Analogon cADPRCE erwies sich
als potenter Agonist des cADPR-Ca?*-Signalsystems in humanen T-Zellen und auch
die beiden natirlich vorkommenden cADPR-Metaboliten P24 und Ap2A stellten
Agonisten der Ca?*-Signalsysteme in HeLa Karzinomzellen dar. Alle diese Analoga
des Signalmolekils cADPR sind ein bedeutender Entwicklungschritt in Richtung der
Bereitstellung innovativer und einfacher pharmakologischer Werkzeuge, mit denen
die komplexen Zusammenhange eukaryontischer Ca®*-Signalwege ergriindet werden

kdnnen.
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